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aCSF : a cerebrospinal fluid 
CCVD : canal calcique voltage dépendant 
EX-4 : exendine-4 
EX-9 : exendine-9 
HFD : High Fat Diet 
Iv : intraveineuse 
Icv : intracérébroventriculaire 
GLP-1 : Glucagon like peptide-1 
LPS : lipopolysaccharide  
NC : Normal Chow 
NO : Oxyde Nitrique 
PKC : Protéine Kinase C 
RE : Réticulum Endoplasmique 
ROS : espèces réactives de l’oxygène 
SNA : Système Nerveux Autonome 
SNP : nitroprussiate de sodium 
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I-Définition générale de l’homéostasie énergétique  
 
La composition qualitative et quantitative des repas varie chaque jour et au sein d’une 
même journée alors que, chez l’adulte, le poids corporel reste stable. Il existe donc des 
systèmes de régulation très fins de la prise alimentaire afin que les apports énergétiques soient 
équivalents aux dépenses. La différence correspondant à une prise ou une perte de poids. Ce 
processus correspond au concept de « balance énergétique » ou « homéostasie énergétique ». 
 
Pour maintenir la balance énergétique, l’organisme doit en permanence recueillir et 
interpréter des signaux hormonaux, métaboliques et nerveux émis par des cellules spécifiques. 
Ces cellules détectent des variations d’énergie dans l’organisme et ensuite informent des 
centres régulateurs. Ces derniers envoient de nouveaux messages, hormonaux ou nerveux, à 
des organes qui vont mettre en jeu des fonctions permettant de stocker, produire, ou utiliser 
l’énergie. 
 
Une anomalie moléculaire, des facteurs environnementaux ou nutritionnels peuvent 
déséquilibrer la balance énergétique et entraîner l’apparition de pathologies métaboliques tel 
que le diabète, l’obésité ou la cachexie.  
 
II-Rôle des organes dans l’équilibre de la balance énergétique 
 
Les organes jusqu’alors principalement impliqués dans la régulation de l’homéostasie 
énergétique sont le tractus gastro-intestinal, le cerveau, le foie, les muscles squelettiques, le 
pancréas et le tissu adipeux. Nous nous sommes intéressés aux vaisseaux. Ces derniers ont 
comme fonction première d’apporter des nutriments et de l’oxygène aux tissus. Cependant, ils 
sont innervés et leur état vasomoteur (contraction - vasodilatation) pourrait contribuer à la 
régulation des flux de nutriments et d’hormones vers les tissus effecteurs décrits ci-dessus. 
L’étude de la régulation de la fonction vasculaire en tant qu’interface entre les 
nutriments et le métabolisme énergétique est l’objet de ma thèse. Je présenterai les 
résultats d’expériences ayant permis de préciser les mécanismes centraux responsables 
de la régulation périphérique des flux vasculaires et métaboliques. 
 
 
 
- 13 -
 
 
Figure -1- Régulation de l’homéostasie énergétique par l’axe intestin-cerveau 
L’intestin et l’estomac sécrètent des hormones contrôlant le métabolisme énergétique (ghréline, 
cholécystokinine et GLP-1). Ces hormones ainsi que les voies nerveuses afférentes activées par des 
mécanos- ou chémorécepteurs sensibles respectivement à la distension stomacale et à la composition 
chimique du repas transmettent des informations au tronc cérébral. Le système nerveux central intègre 
les informations et contrôle l’homéostasie énergétique par le biais du système nerveux autonome 
(SNS, sympathique et PNS, parasympathique) en relation avec les tissus périphériques. Enteric 
nervous system signals : signaux émis par le système nerveux entérique, brainstem : tronc cérébral, 
autonomic nervous system : système nerveux autonome, adipose tissue: tissu adipeux, liver: foie, 
muscle: muscle, NT: noyau du tractus solitaire, hormonal signals: signaux hormonaux, vagal and 
splanchnic afferents : afférences vagales et splanchniques. Figure modifiée de la référence (1). 
 
 
1-Le tractus gastro-intestinal 
 
Lors du repas, en réponse à l’absorption des nutriments, des signaux nerveux et 
hormonaux, témoins de la quantité et qualité des aliments ingérés, sont émis le long du tractus 
digestif (estomac et intestin) (2). Les hormones sécrétées dans la muqueuse intestinale 
activent ou inhibent des récepteurs exprimés sur les terminaisons nerveuses des neurones du 
système nerveux entérique logé dans les parois du tube digestif. Les axones de ces neurones 
sont connectés par des synapses dans des ganglions. Certaines terminaisons neuronales ont 
leur corps cellulaire dans le ganglion nodal d’où part une fibre neuronale projetant vers le 
tronc cérébral dans la Medulla Oblongata. A cet endroit sont logés les noyaux du complexe 
dorsal moteur du X et le noyau du tractus solitaire (figure 2). Les hormones sécrétées sont 
Nutriments
   Vaisseaux
cerveau
 
 
- 14 -
aussi déversées dans la circulation sanguine et peuvent atteindre le tronc cérébral et ses 
noyaux par passage au niveau de l’area postrema, région du tronc cérébral où la structure de 
la barrière hématoencéphalique est discontinue (3-4). Les neurones du tronc cérébral 
projettent des axones vers les noyaux de l’hypothalamus : ces deux parties échangent des 
informations entre elles.  
 
                        
 
Figure -2- Représentation schématique des voies nerveuses 
digestives projetant dans le tronc cérébral 
Figure extraite de la référence (5) 
   
A-Détection des nutriments par l’intestin 
 
Les cellules entéroendocrines de l’épithélium intestinal sécrètent des hormones en 
réponse à l’absorption des nutriments. Quatre types de mécanismes sont rapportés et sont 
considérés comme des systèmes de détection des nutriments par les cellules de l’intestin. 
Le premier mécanisme implique la capture du nutriment par un transporteur (côté 
apical), et son métabolisme oxydatif dans la cellule augmentant la concentration en ATP 
cytosolique. L’augmentation du ratio ATP/ADP ferme les canaux potassiques sensibles à 
l’ATP (canaux KATP) et dépolarise la cellule. Cette dépolarisation provoque l’entrée de 
calcium dans la cellule par les canaux calciques voltages dépendants (CCVD) de la membrane 
Hypothalamus 
Medulla 
Oblongata 
Ganglion 
nodal 
Foie 
Intestin 
 
Villosité  
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plasmique. Il s’ensuit l’exocytose de granules contenant l(es) hormone(s). Ainsi le 
métabolisme du glucose dans un modèle de cellule intestinale de type L appelées GLUTag  
induit la sécrétion de GLP-1 dans la circulation mésentérique (6). Ce mécanisme est 
dépendant de la fermeture des canaux KATP. 
Un autre mécanisme fait intervenir des systèmes de transport des nutriments de la 
lumière intestinale vers l’intérieur des cellules entéroendocrines. Par exemple, le co-
transporteur glucose/Na+ (SGLT1) joue un rôle dans la détection du glucose intestinal (figure 
3). Les cellules GLUTag sécrètent du GLP-1 sans que le glucose ne soit métabolisé. C’est le 
transport du sucre à l’intérieur de la cellule qui, couplé à celui du gradient électrochimique 
entrant de Na+, via ce co-transporteur, génère une dépolarisation (due à l’influx d’ions sodium 
dans la cellule) entraînant l’exocytose des granules à GLP-1 (7). Les courants électriques 
correspondant à la dépolarisation des cellules sont abolis lorsque le Na+ est retiré du milieu 
d’incubation.  
La sécrétion mésentérique de GLP-1 en réponse à l’absorption intestinale du glucose 
nécessite aussi l’expression du transporteur au glucose GLUT2 (8). Ce transporteur est 
exprimé côté basolatéral et contrôle l’efflux de glucose de l’intérieur de la cellule 
entéroendocrine vers l’espace interstitiel ou la circulation sanguine. Cependant, l’équipe du 
Professeur Bernard Thorens (Lausanne, Suisse) a mis en évidence sur des intestins isolés de 
souris une autre voie d’efflux du glucose de l’intestin (9). Il s’agit d’une voie de transport du 
glucose du réticulum endoplasmique de la cellule vers la membrane basolatérale. 
L’engagement du glucose dans cette voie implique l’activation de plusieurs enzymes (figure 
4) : l’action d’une kinase phosphorylant le glucose en position 6 donnant du glucose-6-
phosphate puis d’une translocase pour amener le glucose-6-phosphate du compartiment 
cytosolique dans le réticulum endoplasmique et enfin l’action d’une enzyme de ce deuxième 
compartiment hydrolysant le glucose-6-phosphate en glucose. Le glucose est par la suite 
libéré dans l’espace interstitiel puis le sang mésentérique par un processus d’exocytose. 
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Figure -3- Transport du glucose de la lumière intestinale vers le sang mésentérique 
Sont représentés deux systèmes de transport du glucose : côté intestinal ou apical, le co-transpoteur 
Na+/glucose ou SGLT-1 ; et côté basolatéral, le transporteur de glucose par diffusion facilité ou 
GLUT2. Basolateral membrane: membrane basolatérale, apical membrane: membrane apicale, tight 
junction : jonction serrée. 
 
 
 
Figure-4-Autre mécanisme d’efflux du glucose intestinal. 
Sont représentés côté apical, le co-transporteur SGLT-1 et côté basolatéral, le transporteur GLUT2 au 
Côté basolatéral 
Côté apical 
Lumière intestinale 
Réticulum 
endoplasmique 
Cellule L Lumière intestinale Sang 
mésentérique 
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glucose. G-6-P: glucose-6-phosphate, G-6-PT : Glucose-6-Phosphate translocase. Figure extraite de la 
référence (9) et modifiée. 
 
 Le troisième mécanisme de détection des nutriments fait intervenir des récepteurs 
exprimés, côté apical, par les cellules entéroendocrines de l’intestin. Deux types de récepteurs 
ont été décrits : 1- des récepteurs sensibles à la saveur et 2- des récepteurs sensibles à la 
composition chimique des nutriments. Pour ce qui est des récepteurs sensibles à la saveur, 
deux familles de récepteurs sont décrites : la famille T1R 2/3 pour le goût sucré, la famille 
T2R pour le goût amer. Ces récepteurs sont fonctionnellement couplés à des protéines G tel 
que la Gαgustducin (figure 5) et sont répandus tout le long de l’intestin. Chez les souris 
déficientes en sous-unité αgustducin de la protéine G, la sécrétion de GLP-1 en réponse à 
l’ingestion de glucose ou de lipides dans l’intestin est altérée (10). En ce qui concerne les 
récepteurs sensibles à la composition chimique des nutriments, il existe des récepteurs 
couplés à des protéines G reconnaissant spécifiquement des groupes aminés tryptophane et 
phénylalanine des protéines (11). Pour les lipides, le récepteur GPR120 exprimé sur les 
cellules entéroendocrines L de l’intestin reconnaît les acides gras et sa stimulation s’ensuit 
d’une sécrétion de GLP-1 (12).  
Le quatrième mécanisme, implique l’activation directe par les nutriments des 
neurones du plexus entérique ; ces derniers libérant des neuromédiateurs pouvant activer les 
cellules entéroendocrines ou d’autre neurones locaux (voir chapitre C).  
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Figure -5- Exemple de mécanisme simplifié de détection des nutriments par les cellules 
entéroendocrines de l’intestin via les récepteurs au goût 
La voie finale de l’activation des récepteurs au goût est l’exocytose de granules contenant des peptides 
(côté basolatéral) en réponse à une élévation de la concentration intracellulaire en Ca2+. Le peptide 
sécrété diffuse vers le milieu extracellulaire, atteint la circulation sanguine ou se lie à des récepteurs 
exprimés au niveau des terminaisons des nerfs afférents (nerf vague, spinal et plexus myentérique). 
Taste receptor : récepteur au goût ; bloodstream: flux sanguin ; vagal or spinal nerve : nerf vagal ou 
spinal, enteroendocrine cell : cellule entéroendocrine. Figure extraite de la référence (13). 
 
B-Signaux hormonaux  
 
Lors de la phase d’absorption digestive des nutriments, des hormones sont sécrétées 
dont la cholécystokinine (ou CCK), le GLP-1 (Glucagon Like Peptide-1), l’oxyntomoduline, 
le PYY3-36 (peptide YY), et le GIP (Gastric inhibitory peptide), (figure 6). 
 
Tronc 
cérébral 
 
Nutriments 
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Figure -6- Principaux sites anatomiques de sécrétion et synthèse 
des hormones par le tube digestif 
Esophagus: œsophage ; stomach: estomac ; small intestine: petit intestin. 
Figure extraite de la référence (13). 
 
Les hormones diffusent dans la lamina propria pour atteindre la circulation sanguine 
ou activer des récepteurs exprimés sur les neurones appartenant au vague, nerf spinal ou 
système entérique (figure 7). 
 
Figure -7- Villosité du petit intestin 
Cellule entéroendocrine sécrétrice de peptides diffusant dans la lamina propria vers les terminaisons 
neuronales sensitives sous-jacentes (neurones du nerf vague, spinal ou du plexus entérique) ou la 
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circulation sanguine. Mucosa : muqueuse ; submucosa : sous-muqueuse ; muscle layers : couches 
musculaires ; serosa : séreuse ; lumen : lumière du tube digestif. Figure extraite de la référence (13). 
 
B-1-Le GLP-1 
 
 a-Sécrétion  
 
Le GLP-1 ou Glucagon Like Peptide-1, est sécrété par les cellules entéroendocrines de 
type L du jéjunum, l’iléon et du colon en réponse à l’absorption du glucose ou d’acides gras. 
La distribution de ces cellules varie en fonction des espèces (5). Chez l’Homme, les cellules L 
sont essentiellement distales (iléon, colon proximal), tandis que chez la souris, ces cellules 
sont également distribuées dans le jéjunum. La sécrétion de GLP-1 est initiée très tôt dès 
l’absorption des nutriments, et est détectable ~10 minutes après la prise du repas. Aujourd’hui 
encore, les mécanismes contrôlant la sécrétion de GLP-1 restent essentiellement méconnus. 
Cependant, quelques mécanismes sont décrits. Ainsi le GLP-1 est sécrété par les cellules 
GLUTag (6), un modèle de cellule L de l’intestin, en réponse à l’absorption du glucose selon 
un processus impliquant le métabolisme de ce sucre dans les cellules au cours duquel des 
molécules d’ATP sont générées. Ces molécules stimulent la fermeture des canaux KATP 
dépendant et la dépolarisation de la cellule entraînant l’ouverture des canaux calciques 
voltages dépendants et l’entrée de calcium dans la cellule, dernière étape conduisant à 
l’exocytose des granules à GLP-1. 
 
b-Synthèse et métabolisme 
 
Le gène du proglucagon est exprimé au niveau des cellules entéroendocrines de type L 
de l’intestin, des îlots α du pancréas, et du cerveau (5). Le GLP-1 est un produit du clivage 
protéolytique de la molécule de préproglucagon par la proconvertase (PC). Le clivage de cette 
molécule diffère selon les tissus considérés et les produits terminaux ne sont pas les mêmes 
comme montré sur la figure 8. Dans l’intestin, le clivage protéolytique libère le GLP-1, mais 
aussi le GLP-2, l’oxyntoméduline, et la glicentine. Une forme immature de 37 acides aminés 
est produite et, est par la suite, clivée en GLP-1 actif de 30 acides aminés appelé GLP-1 (7-
37). Ce dernier est en partie tronqué en position 37 sur une glycine côté COOH-terminal et 
amidaté sur le résidu arginine en position 36 pour donner le GLP-1(7-36)amide. Chez 
l’Homme sain et le rat, ces deux formes sont biologiquement actives et équipotentes sur leur 
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habilité à induire une sécrétion d’insuline (14-15). Cependant, la majorité du GLP-1 circulant 
est la forme GLP-1(7-36)amide (16). 
  
                   
Figure -8- Différents clivages post-traductionnels du proglucagon  
(intestin, cerveau et pancréas) 
Les nombres indiquent la position des acides aminés: le proglucagon a 160 acides aminés. Les lignes 
verticales indiquent les acides aminés où le peptide est clivé. IP: Intervening Peptide; GRRP: 
Glicentin-Related pancreatic Polypeptide; Gluc: glucagons. Intestine: intestine, brain: cerveau. Figure 
extraite de la référence (5). 
 
Le GLP-1 sécrété dans l’intestin est rapidement métabolisé, en produits inactifs, le 
GLP-1 (9-37) et GLP-1(9-36)amide, par la dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV), une 
aminopeptidase ubiquitaire à la fois circulante et transmembranaire aussi appelée CD26. 
L’enzyme est localisée sur la bordure en brosse des entérocytes de l’intestin et dans 
l’endothélium des capillaires adjacents aux cellules L (17). Elle clive les polypeptides 
contenant un résidu alanine dans leur position NH2 terminale et métabolise le GLP-1, après 
clivage en position 8, en forme inactives appelées GLP-1(9-37) ou GLP-1(9-36)amide 
(figure 9). Ces deux dernières formes ont une action antagoniste du récepteur (18). Par 
conséquent, il existe un gradient en GLP-1 actif entre la veine hépatoportale et mésentérique. 
Moins de 25% du GLP-1 sécrété dans les vaisseaux mésentériques atteint la veine porte et le 
foie sous une forme intacte. Dans le foie, ~40-50% du GLP-1 est dégradé (19) et il est estimé 
qu’environ 10-15% du GLP-1 actif atteint la circulation systémique et les organes cibles 
Proglucagon 
Intestin/cerveau 
Pancréas 
 
 
- 22 -
(figure 10). La demi-vie du GLP-1 circulant chez l’Homme est estimée à 1-2 minutes (20). 
Après un repas, les taux plasmatiques en GLP-1 augmentent d’un facteur 5 à 10 par 
comparaison aux taux à l’état de jeun ; cependant le contenu en GLP-1 actif est beaucoup plus 
faible suggérant que cette molécule a un rôle local au niveau du tissu mésentérique ou de la 
veine porte hépatoportale (21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure -9- Métabolisme du GLP-1 endogène par la dipeptidylpeptidase-4  
Food ingestion: prise alimentaire ; GI tract: tractus gastro-intestinal ; DPP-4 inhibitor: inhibiteur de 
DPP-4 ; DPP-4: dipeptidyl peptidase-4. Figures extraites des références (21-22). 
 
 
Figure -10- Métabolisme et voies endocriniennes du GLP-1 endogène 
au niveau du tube digestif. Figure extraite de la référence (5). 
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c-Le récepteur du GLP-1 et sa signalisation 
 
Le récepteur au GLP-1 est un récepteur couplé à une protéine G à 7 domaines 
transmembranaires (23). Il est cloné à partir d’îlots de pancréas de rat par Bernard Thorens en 
1992 (24). Sa structure en acides aminés est identique à 90% avec le récepteur humain (25). 
Chez l’Homme et les rongeurs, un seul récepteur est identifié. Les études d’hybridation in situ 
de l’ARNm ou de ‘binding’ utilisant le GLP-1 radiomarqué (I125-GLP-1), localisent le 
récepteur dans plusieurs tissus dont le pancréas (îlots α-, β-, et δ) (24-27), le cœur (26-27), 
l’estomac (26), les fibres nerveuses vagales afférentes du tube digestif (28) et le cerveau 
(hypothalamus et tronc cérébral) (26-27, 29). La localisation du récepteur dans le tissu 
adipeux (30-31), le foie (32), et les muscles (33-34) est contestée. 
 
c-1-La signalisation dans la cellule β du pancréas 
 
Le GLP-1 augmente le contenu en AMPc dans les cellules grâce à l’activation de 
l’adénylate cyclase (Ac) par une protéine Gs (35-36). L’AMPc active la protéine kinase A, 
une sérine thréonine kinase. Ce mécanisme est décrit pour la première fois dans la cellule β du 
pancréas où le GLP-1, après liaison à son récepteur, augmente la teneur en calcium 
intracellulaire et l’exocytose des granules à insuline (figure 11) (37-39). Ce processus dépend 
de la concentration en GLP-1 et en glucose dans le milieu extracellulaire. Le glucose entre 
dans la cellule β par le transporteur au glucose GLUT2 (40). Il est ensuite métabolisé dans le 
cytoplasme en glucose 6-phosphate par la glucokinase qui est le facteur limitant de la 
glycolyse dans la cellule β et entre dans la glycolyse. Le pyruvate produit est alors oxydé dans 
les mitochondries. Cette dernière fournit des coenzymes réduits qui sont oxydés pour générer 
une forte quantité d’ATP. L’ATP active, par la suite, la fermeture des canaux KATP qui y sont 
sensibles entraînant l’accumulation de potassium intracellulaire puis la dépolarisation de la 
membrane cellulaire et l’ouverture des canaux calcique voltages dépendants de type lent 
(CCVDL). Ceci permet au calcium d’entrer dans la cellule. La fermeture du canal KATP peut 
être induite par la protéine kinase A qui phosphoryle la sous-unité SUR1 du canal KATP (41). 
La protéine kinase A peut aussi phosphoryler les canaux calciques voltages dépendants de 
type lent (CCVDL) augmentant le courant calcique entrant dans la cellule. Enfin le GLP-1 
peut mobiliser le calcium de ses sites de stockage du le réticulum endoplasmique vers le 
 
 
- 24 -
cytosol (42). 
 
 
 
Figure -11- Actions cellulaires du GLP-1 conduisant à la sécrétion d’insuline 
par les îlots β du pancréas. 
ER: réticulum endoplasmique, nucleus: noyau, Kv-channel : canaux K+, voltage dépendant jouant un 
rôle dans la repolarisation de la membrane cellulaire. Figure extraite de la revue (5) et modifiée. 
 
c-2-Le stress du réticulum endoplasmique  
 
Le GLP-1 peut agir sur le stress du réticulum endoplasmique (RE) pour améliorer la 
fonction et la survie des cellules β des îlots du pancréas (43). En effet, l’exendine-4, un 
puissant agoniste du récepteur au GLP-1, améliore la survie des cellules β isolées de pancréas 
de rat et soumises à des conditions de culture permettant d’activer le stress du RE. Dans ces 
conditions, l’exendine-4 atténue les mécanismes réprimant la synthèse d’insuline et augmente 
la traduction d’ATF4 selon un mécanisme dépendant de l’activation de la protéine kinase A.  
Le réticulum endoplasmique est une organelle dynamique de la cellule où a lieu la synthèse 
des protéines (44). Lors de sa synthèse, la chaîne protidique en cours de formation est 
introduite à l’intérieur du RE et subit des modifications post-traductionnelles dont une N-
glycosylation et un assemblage en structure secondaire puis tertiaire grâce à l’action des 
protéines chaperonnes (45). En cas d’anomalies de ces processus d’assemblage, par exemple 
en rapport avec un manque en protéines chaperonnes ou en énergie cellulaire pour favoriser 
insuline 
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les interactions entre les protéines chaperonnes et celles en cours d’assemblage, il se produit 
une accumulation de protéines mal assemblées dans le RE, formant des agrégats (46-47). A ce 
stade, des signaux sont émis à partir de protéines enchâssées dans la membrane du RE de 
manière à : 1- freiner la synthèse protéique, 2- augmenter la quantité en protéines chaperonnes 
pour favoriser l’assemblage correct des protéines, 3- accélérer la dégradation des protéines 
mal assemblées dans le cytosol par le protéasome et 4- empêcher la mort cellulaire par 
apoptose. Ces signaux ont pour fonction de stimuler l’expression d’ARNm et de protéines 
nécessaires pour réparer ces dysfonctionnements. Ils sont émis par trois protéines localisées 
dans la membrane du RE : IRE 1 (inositol requiring ER-to-nucleus signal kinase), ATF6 
(activating transcription factor) et PERK (double-stranded RNA-activated kinase (PRK)-like 
ER kinase). Ces protéines deviennent actives quand les protéines mal assemblées 
s’accumulent dans le RE et traduisent cette information sous la forme signaux modulant 
l’expression des gènes clefs et des protéines. Par exemple, la PERK activée phosphoryle le 
facteur cytosolique d’initiation de la traduction, eIF2α (48), qui freine de manière transitoire 
la synthèse de protéines au niveau des ribosomes de manière à ralentir l’alimentation du RE 
en protéines. IRE1 activé « splice » l’ARNm du facteur XBP-1 conduisant à la génération 
d’un facteur de transcription actif (49). Le clivage intramembranaire d’ATF6 libère le 
domaine cytosolique fonctionnant alors comme un facteur de transcription (50-51). A la fois 
XBP-1 et ATF6 sont impliqués dans l’activation de l’expression des gènes codant pour des 
molécules chaperonnes et des protéines impliquées dans la dégradation des protéines mal 
assemblées du RE. Bien que eIF2α sous forme phosphorylée réprime la synthèse protéique, il 
autorise la traduction de l’ARNm du facteur de transcription ATF-4 (52) qui en retour stimule 
l’expression des gènes clefs importants pour la régénération de la fonction du RE (53). Enfin, 
dans le cas où les signaux émis échouent à régénérer la fonction du RE, la cellule entre en 
apoptose. 
 Ainsi, la signalisation du récepteur au GLP-1 interagit avec les voies impliquées 
dans le stress du RE pour réduire l’impact d’une agression nutritionnelle ou cytokinique 
sur l’induction de l’apoptose (54-58). Cette action est essentielle car les cellules β sont 
fortement sensibles à ces agressions constituant des facteurs importants de risque de 
déclenchement du diabète. Le GLP-1 concourrait à réduire les effets délétères de 
l’hyperglycémie, de la dyslipidémie et de l’inflammation (cytokines) sur la cellule β. 
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c-3-La protéine kinase C 
 
La protéine kinase C (PKC) est une sérine thréonine kinase activée par liaison d’un 
agoniste à son récepteur couplé à une protéine G (59). La liaison induit l’hydrolyse d’un 
phospholipide membranaire le phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate par la phospholipase C 
et libère deux produits de réaction : l’IP 3 (inositol-triphosphate) et le DAG (diacylglycérol). 
Ces médiateurs stimulent l’activation et la translocation de la PKC du cytosol vers la 
membrane cellulaire ainsi que son activation (60). L’IP3 active aussi la libération de calcium 
des stocks du réticulum endoplasmique. Il existe plusieurs isoformes de l’enzyme (61). Les 
isoformes conventionnelles (α, βI, βII et γ) sont activées par le calcium et le DAG, les PKC 
nouvelles (δ, ε, η, θ) par le DAG et enfin les PKC atypiques (ζ, ι/λ) par l’IP3 et l’acide 
phosphatidique (62). La PKC est exprimée de manière ubiquitaire. Cependant certaines 
isoformes sont beaucoup plus représentées que d’autres dans certains tissus comme la PKCβ 
pour la cellule endothéliale. 
Ces enzymes jouent un rôle dans le contrôle de l’insulinosécrétion en réponse à 
l’action du GLP-1 dans la cellule β du pancréas. En effet,  le GLP-1 active la signalisation de 
l’AMPc/PKA et les isoformes α et ε de la protéine kinase C dans les cellules INS-1 ou d’îlots 
de pancréas de rat selon un mécanisme dépendant de l’élévation de la teneur en calcium dans 
le cytosol (36, 63). Cet effet est contrôlé par la forskoline un activateur de l’adénylate cyclase, 
et, est inhibé par des inhibiteurs de PKC à large spectre ou de la phospholipase C. L’ensemble 
de ces résultats ayant été obtenu en présence de très faibles concentrations en glucose (3mM) 
dans le milieu ambiant. 
 
 En conclusion la protéine kinase C pourrait être un régulateur clef de l’activité 
des cellules cérébrales en réponse à l’action du GLP-1 dans le cerveau. 
 
c-4-Le NO  
 
Le GLP-1 a aussi des effets vasomoteurs qui diffèrent selon le lit vasculaire considéré. 
Ces effets sont en partie contrôlés par le NO. En effet, le GLP-1(7-36)amide relaxe les artères 
pulmonaires isolées de rat (64) au préalable contractées par la noradrénaline. Cet effet est 
reversé par le L-NAME, un inhibiteur non spécifique de NO Synthase. Cependant, sur un 
autre vaisseau isolé, l’effet dilatateur du GLP-1 sur l’artère fémorale de rat semble 
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indépendant de l’action du GLP-1 sur l’endothélium (65)  Plus récemment, la perfusion 
intraveineuse d’exendine-4, un agoniste du récepteur au GLP-1, a induit une vasoconstriction 
des artères mésentériques et une vasodilatation des vaisseaux de la patte arrière des rats 
éveillés (66). Cet agoniste a aussi augmenté le rythme cardiaque et la pression artérielle des 
animaux. L’injection intraveineuse de L-NAME a prévenu la vasodilatation et la tachycardie. 
La vasodilatation a pu être aussi abolie par le propranolol (un β bloquant).  
 
En conclusion, les effets systémiques vasodilatateurs de l’exendine-4 seraient 
contrôlés en partie par le NO en réponse à une stimulation β adrénergique. Cependant, 
le mécanisme par lequel le GLP-1 contrôle la sécrétion et la production de NO n’est pas 
connu. 
 
c-5-Agoniste et antagoniste de synthèse du récepteur au GLP-1  
 
En 1992, Eng et collaborateurs isolent l’exendine-4 dans la glande salivaire du lézard 
gila monster (Heloderma suspectum) (figure 12) (67). Sa séquence en acides aminés est 
homologue à 53% avec celle du GLP-1 (7-36) amide humain. Des études de ‘binding’ avec le 
125I-GLP-1 montrent que l’exendine-4 se lie au récepteur du GLP-1 présent à la membrane 
d’îlots de pancréas de rat ou humains (25, 68) et stimule la production intracellulaire d’AMPc 
et la sécrétion d’insuline en présence de glucose (68). L’exendine-4 possède un résidu acide 
aminé glycine à la place de l’alanine en position 8 côté NH2 terminal lui conférant la 
résistance à la dégradation par l’enzyme DPP-IV circulante : sa demi-vie est de 26 minutes 
chez l’Homme (69). L’exendine (9-39) est la forme tronquée côté NH2 terminal en position 8 
de l’exendine-4. Ce peptide est un antagoniste du récepteur au GLP-1 et a une demi-vie de 33 
minutes chez l’Homme (25, 68, 70). En raison de sa résistance à la dégradation par la DPP-IV 
circulante, l’exendine-4 offre un meilleur profil pharmacocinétique que le GLP-1. Son 
habilité à contrôler les excursions glycémiques a été évaluée dans les essais cliniques (71) et 
aujourd’hui, ce peptide est commercialisé en Europe pour l’amélioration de l’équilibre 
glycémique au cours du diabète de type II. 
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Figure-12-Gila monster (Heloderma suspectum) 
 
d-Effets biologiques du GLP-1 
 
Les effets biologiques du GLP-1 sont multiples et résumés sur la figure 13 (22). Nous 
aborderons principalement les effets directs sur le pancréas, l’intestin et le cerveau pour 
contrôler le métabolisme glucidique. Nous nous intéresserons aussi aux effets sur le cœur. 
 
 
 
           Figure-13-Effets biologiques du GLP-1 
Organes: heart: cœur, brain: cerveau, stomach: estomac, liver: foie, adipose tissue: tissu adipeux, 
intestine: intestin. Figure extraite de la référence (22). 
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d-1-Effets du GLP-1 sur les îlots β du pancréas 
 
Une très petite quantité de GLP-1, ~10-15% de la quantité sécrétée par l’intestin, 
atteint le pancréas pour exercer son action incrétine, c'est-à-dire potentialiser la sécrétion 
d’insuline en réponse à l’absorption orale de glucose. Ainsi, chez l’Homme les taux 
plasmatiques d’insuline sont trois fois plus élevés chez les sujets ayant absorbé du glucose par 
voie orale par comparaison à ceux ayant reçu une perfusion intraveineuse de glucose 
isoglycémique, c'est-à-dire, de telle manière que dans les deux cas la glycémie soit similaire 
(72). Le GLP-1 et son agoniste l’exendine-4 agissent en synergie avec le glucose pour 
stimuler la transcription et biosynthèse d’insuline de manière à maintenir les réserves 
d’insuline dans les îlots β de Langerhans (5). Ils stimulent la prolifération des cellules β et 
diminuent leur susceptibilité à l’apoptose. Par exemple, dans le pancréas de souris traitées 
avec l’exendine-4 et un agent pro-apoptotique, la streptozotocine, le nombre de cellules β 
atteint d’apoptose est réduit. Ceci est du à un mécanisme anti-apoptotique (54). De même, 
l’injection d’exendine-4 a des nouveaux–nés rats Goto-Kakisaki (GK), un modèle génétique 
de diabète de type II, pendant les 5 premiers jours qui suivent leur naissance, augmente le 
contenu en insuline et en cellule β du pancréas de ces animaux (73) alors que sans traitement 
la masse β diminue dans le pancréas conduisant à un état d’hyperglycémie détectable à la 
troisième semaine de vie (diabète). 
 
d-2- Effets du GLP-1 sur l’intestin et le cerveau pour le contrôle du métabolisme 
énergétique 
 
Le GLP-1 est sécrété dans l’intestin lors de la phase d’absorption du glucose. Dès sa 
sécrétion, il a pour première action d’agir sur le système nerveux entérique. Il atteint la lamina 
propria et rencontre les terminaisons des fibres nerveuses afférentes sensitives issues du 
ganglion nodal (28). Lors de son passage dans la veine porte hépatoportale, le GLP-1 agit 
aussi sur ‘le senseur de glucose’ et stimule l’utilisation du glucose systémique par les tissus 
périphériques (voir chapitre C).  
 
Chez la souris, le GLP-1 serait aussi sécrété dans le cerveau en réponse à la perfusion 
de glucose dans l’intestin (74) puisque la perfusion cérébrale d’exendine-9 prévient les effets 
métaboliques périphériques du GLP-1 cérébral en réponse à la perfusion intestinale de 
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glucose. De plus, l’exendine-4, perfusée dans le ventricule latéral de la souris saine, active, 
des voies nerveuses pour inhiber l’utilisation périphérique du glucose ainsi que la synthèse de 
glycogène dans les muscle squelettiques en réponse à l’action systémique de l’insuline et en 
condition d’hyperglycémie (15-20mM) (74). Ces effets sont observés chez les souris 
transgéniques, MIRKO, dont le gène du récepteur à l’insuline est invalidé dans le muscle 
squelettique et sont prévenus en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-9. Ces 
observations suggèrent que le contrôle de l’utilisation du glucose par les muscles met en 
jeu des régulateurs libérés au niveau des terminaisons nerveuses périphériques et 
n’implique pas l’action de l’insuline sur son récepteur. Ces données décrivent pour la 
première fois les actions du GLP-1 sur l’axe intestin – cerveau pour le contrôle de 
l’homéostasie glucidique. 
 
Le GLP-1 a aussi des effets satiétogènes chez l’Homme et les rongeurs. L’injection de 
GLP-1 (7-36)amide dans les ventricules latéraux du cerveau des rats, diminue la prise d’eau et 
d’aliments chez ces animaux (75). Des injections cérébrales répétées de la molécule 
diminuent le poids corporel des rats (76). Tous ces effets sont prévenus par l’administration 
cérébrale d’exendine-9. Les effets satiétogènes du GLP-1 sont aussi observés chez les sujets 
sains (77), diabétiques (78) ou obèses (79), recevant une perfusion intraveineuse de GLP-1. 
Cette dernière observation conforte le rôle du GLP-1 circulant dans la régulation de la 
prise alimentaire par action sur le système nerveux central. 
 
d-3-Effets du GLP-1 sur la fonction cardiaque 
 
L’injection intraveineuse de GLP-1 ou d’exendine-4 augmente le rythme cardiaque et 
la pression artérielle des rats anesthésiés. Ces effets sont doses dépendants et prévenus par 
l’injection systémique d’exendine-9 (80). L’injection seule par voie intraveineuse de 
l’antagoniste ne modifie pas les paramètres cardiovasculaires des rats. Les effets cardiaques 
de l’exendine-4 n’ont pu être prévenus par l’injection systémique de réserpine, propranolol ou 
phentolamine ; ces résultats suggérent que les effets cardiaques ne sont pas strictement 
dépendants des voies catécholaminergiques (81). 
 
On observe une bradycardie et une augmentation de la pression sanguine dans les 
ventricules gauches en fin de diastole chez des souris transgéniques âgées de 2 mois dont le 
gène codant pour le récepteur au GLP-1 est invalidé (GLP-1 R KO) (82). D’autres anomalies 
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surviennent à l’âge de 5 mois comme un épaississement de la paroi des ventricules gauches 
ainsi qu’une altération de leur contractilité en réponse à l’action de l’insuline injectée par voie 
intrapéritonéale.  
 
En conclusion, le récepteur au GLP-1 joue un rôle important dans la physiologie 
cardiaque ainsi que la régulation de la pression artérielle. 
 
C-Le système nerveux entérique 
 
Le système nerveux entérique est présent dans les parois du tractus gastro-intestinal de 
l’œsophage à l’anus. Il innerve aussi les glandes annexes (glandes salivaires, pancréas) et la 
vésicule biliaire. Il est constitué de ganglions, de fibres nerveuses inter ganglionnaires, et de 
fibres nerveuses dont les axones projettent vers les cellules musculaires, les glandes, les 
vaisseaux sanguins et les cellules de l’immunité du tube digestif.  
Schématiquement, le système nerveux entérique est constitué de trois principaux plexi riches 
en ganglions (83) (figures 14 et 15) : 1-le plexus myentérique ou d’Auerbach situé entre la 
couche musculaire externe longitudinale et la couche musculaire circulaire, 2- le plexus sous-
muqueux ou de Meissner et 3- le plexus muqueux. Il est constitué aussi de plusieurs autres 
plexi sans ganglions. Dans ces plexi, on trouve plusieurs catégories de neurones : des 
neurones sensitifs afférents, des interneurones, des neurones moteurs du muscle (jouant un 
rôle dans le contrôle de la contraction/relaxation musculaire), et des neurones sécrétomoteurs 
(impliqués dans le contrôle des sécrétions digestives et la vasomotricité des vaisseaux 
sanguins locaux).  
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Figure-14-Plexus myentérique et sous-muqueux du petit intestin 
Le plexus myentérique est localisé entre la couche musculaire longitudinale externe et la couche 
musculaire circulaire interne ; le plexus sous-muqueux est situé entre la muscularis mucosae et la 
couche musculaire circulaire. Mucosa: muqueuse, lumen: lumière intestinale, submucosal plexus: 
plexus sous-muqueux, circular muscle layer: couche musculaire circulaire, myenteric plexus: plexus 
myentérique, longitudinal muscle layer: couche musculaire longitudinale, vessel: vaisseau sanguin, 
afferent and efferent neurons : neurones afférents et efférents. Figure extraite de référence (83). 
 
Parmi les neurones sensitifs, on distingue ceux dont les corps cellulaires sont situés à 
l’extérieur de la paroi du tube digestif et dont les axones projettent dans la paroi digestive 
(neurones du vague et neurones spinaux ; c’est l’innervation extrinsèque) ; et ceux dont le 
corps cellulaire est localisé au sein des plexus (c’est l’innervation intrinsèque). Ces deux 
catégories de neurones communiquent entre eux et émettent des projections locales vers 
d’autres cellules dont les cellules entéroendocrines de l’intestin et les cellules de l’immunité.  
 
L’innervation intrinsèque contrôle le processus de digestion ; les neurones sensitifs 
vagaux et spinaux ont leurs fibres qui relayent des influx nerveux vers le cerveau pour 
transmettre des informations sur le contenu digestif (fluides ou énergie), la sensation de 
douleur ou d’irritabilité. Les neurones moteurs du muscle innervent les cellules musculaires 
longitudinales ou circulaires de la paroi digestive. Ils définissent les états contractés ou 
relaxés des couches musculaires lors de la digestion. Enfin, les neurones sécrétomoteurs et 
vasomoteurs contrôlent respectivement les sécrétions digestives et le flux sanguin local 
(vasodilatation). L’équilibre entre ces deux processus est modulé par l’activité des neurones 
extrinsèques appartenant au système sympathique. 
 
Muscularis 
mucosae 
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Figure-15-Représentation schématisée de l’axe intestin-cerveau : les voies nerveuses 
sensitives afférentes transmettent les informations relatives au contenu en nutriments du tube 
digestif vers le noyau du tractus solitaire situé dans le tronc cérébral (Medulla Oblongata). 
Mucosa: muqueuse, plexus mucosa: plexus muqueux, muscularis mucosae: muscularis mucosae, submucosal 
plexus: plexus sous muqueux, circular smooth muscle: muscle lisse circulaire, myenteric plexus: plexus 
myentérique, longitudinal smooth muscle: muscle lisse longitudinal, sensory nerve: nerf sensitif, nodose 
ganglion: ganglion nodal, prevertebral ganglion: ganglion vertébral, pelvic nerve: nerf pelvien, spinal cord: corde 
spinale, medulla oblongata: tronc cérébral. Figure extraite de la référence (83). 
 
Ces neurones selon leur fonction et le segment du tube digestif sécrètent des 
neurotransmetteurs (NO, acétylcholine, sérotonine, VIP ou vasoactive intestinal peptide, 
substance P…) et des peptides dont certains sont exprimés aussi dans les neurones du cerveau 
ou les cellules entéroendocrines de l’intestin comme la CCK (cholécystokinine), le 
neuropeptide Y et les orexines.  
 
C-1-Détection nerveuse des nutriments par le plexus myentérique 
 
Des neurones des plexi détectent directement les nutriments absorbés par les cellules 
épithéliales de l’intestin.  
 
En effet des neurones des plexis de l’intestin détectent le glucose grâce au co-
Lumière de l’intestin
Tronc cérébral 
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transporteur de glucose/Na+, SGLT3 (84). Ce co-transporteur est présent sur des neurones 
exprimant le récepteur nicotinique à l’acétylcholine. Il est incapable de transporter le glucose 
vers l’intérieur de la cellule. En présence de glucose, il stimule un courant électrochimique 
Na+ entrant dépolarisant.  SGLT3 est donc impliqué plutôt dans la transduction du signal que 
le transport de glucose en soi. 
 
Pour d’autres neurones, la détection du glucose intestinal met en jeu la fermeture des 
canaux KATP sensibles à l’ATP conduisant à la dépolarisation cellulaire, l’entrée de calcium 
dans le neurone et l’exocytose de granules riches en neurotransmetteurs (85). En effet, des 
sous-unités de canaux KATP présents sur les cellules β du pancréas, Kir 6.2 et SUR1, sont 
localisées sur des neurones sensitifs cholinergique d’iléon de cochon.  
 
Les neurones de la lamina propria, activés par le glucose stimulent d’autres neurones 
des plexi contrôlant les sécrétions et/ou la motilité intestinale; l’information nutritionnelle est 
transmise au tronc cérébral via les afférences nerveuses vagales ou spinales. 
 
C-2-Le senseur de glucose hépatoportal 
 
Au cours d’un repas, les sucres sont absorbés par l’épithélium intestinal et déversés 
dans la veine porte hépato-portale. Un gradient positif de glucose s’établit entre la veine porte 
et le sang artériel périphérique. Des unités de composition cellulaire encore non établie, sont 
sensibles à ce gradient et détectent au niveau de la veine porte l’arrivée du glucose (86-87). 
Chez la souris l’activation du senseur hépato-portal par le glucose induit une hypoglycémie et 
stimule la clairance du glucose circulant (utilisation) vers les muscles squelettiques, le cœur et 
le tissu adipeux brun (87-89). L’activation de ce senseur par le glucose nécessite la présence 
du transporteur de glucose GLUT2 (90) et du récepteur au GLP-1 dans la veine hépatoportale 
(89).  En effet, en présence ou en l’absence de GLP-1, dans la perfusion de glucose, 
l’hypoglycémie et la clairance du glucose vers les tissus augmentent avec la même intensité. 
L’ajout d’exendine-9 dans la perfusion portale de glucose augmente la glycémie des souris et 
diminue la clairance du glucose. Ces effets sont observés chez les souris transgéniques dont le 
gène du récepteur au GLP-1 est invalidé suggérant un rôle important du récepteur dans la 
fonction du senseur hépato-portal.   
Le senseur de glucose activé envoie des signaux par la branche hépatique du nerf 
vague vers le foie (91), les cellules β du pancréas (92), l’hypothalamus (93) et le tronc 
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cérébral (noyau du tractus solitaire)(94). Ces fonctions sont recrutées pour réguler 
l’homéostasie glucidique. 
 
2-Le cerveau 
 
 A- Le tronc cérébral 
 
En réponse à l’absorption des nutriments dans l’intestin, des hormones (GLP-1, la 
CCK, la ghréline…) sont sécrétées par les cellules de l’épithélium digestif et se fixent à leur 
récepteur sur les terminaisons nerveuses du nerf vague (2, 95). Ce dernier transmet les 
informations nutritionnelles dans un complexe de cellules nerveuses du tronc cérébral 
comprenant plusieurs noyaux dont le noyau du tractus solitaire (NTS), l’area postrema (AP) et 
le noyau dorsal moteur du vague (DMNX). Les hormones sont aussi déversées dans la 
circulation sanguine mésentérique, portale, puis dans la veine cave, le cœur et enfin le sang 
artériel périphérique. Elles vont atteindre des tissus cibles dont des neurones du tronc cérébral 
par passage au niveau de l’area postrema où la barrière hématoencéphalique est discontinue 
(3, 4), figure 16. Ceci, représente un long trajet pour des hormones dont la demie vie est 
parfois très courte. Le tronc cérébral est aussi sensible aux signaux métaboliques véhiculés 
par le sang comme le glucose, les acides gras, et le lactate qui, tout comme les signaux 
hormonaux, informent le cerveau sur le statut énergétique périphérique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure -16- Signaux hormonaux et régulation de l’homéostasie énergétique. 
Les hormones digestives activent les terminaisons nerveuses du vague qui projettent dans le tronc 
cérébral au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS). Les signaux hormonaux peuvent aussi 
atteindre le tronc cérébral ou l’hypothalamus par la circulation sanguine. Gut hormones: hormones du 
tube digestif, adiposity signals: signaux d’adiposité Figure extraite de la référence (2). 
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B-L’hypothalamus 
 
L’hypothalamus a été identifié il y a plus de 50 ans comme le « centre de 
l’homéostasie énergétique ». Il est constitué d’un réseau fin de neurones sécréteurs de 
neuropeptides et neurotransmetteurs jouant un rôle clef dans le contrôle de la prise alimentaire 
et la dépense énergétique (96). Ces neurones sont situés dans plusieurs noyaux dont 
l’hypothalamus latéral, le noyau ventromédian, le noyau dorsomédian, le noyau 
paraventriculaire et le noyau arqué (figure 17). Les neurones du noyau arqué ont une 
localisation anatomique stratégique parce qu’ils sont situés près des capillaires discontinus à 
la base de l’hypothalamus au niveau de l’éminence médiane: ils ont facilement accès aux 
substrats métaboliques et médiateurs hormonaux véhiculés par le sang (figure 18). De plus, 
ils synthétisent et expriment les récepteurs à la plupart des hormones circulantes de manière à 
répondre rapidement aux signaux nutritionnels.  
 
Figure-17- Sections coronales d’un cerveau de rongeur. 
LHA, hypothalamus latéral; DMH, noyau dorsomédian; PVN, noyau paraventriculaire; AN, noyau 
arqué; NTS, noyau du tractus solitaire, AP, area postrema; DMNX, noyau dorsal moteur du vague ; 
BLM, médulle basolatérale; PBN, noyau parabrachial. Figure extraite de la référence (95). 
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Figure-18-L’hypothalamus et détection des signaux périphériques. 
Les signaux périphériques comme les nutriments et les hormones sont détectés et intégrés au sein de 
l’hypothalamus ou du tronc cérébral. Il existe des projections de fibres nerveuses entre l’hypothalamus 
et le tronc cérébral. AP, Area postrema; NTS, Noyau du tractus solitaire; ARC, noyau arqué; PVN, 
noyau paraventriculaire; VMN, noyau ventromédian; DMN, noyau dorsomédian; LH, hypothalamus 
latéral. Nutrients: nutriments, afferent fibres: fibres afférentes. Figure extraite de la référence (1). 
  
 
a-Le système mélanocortine 
 
Deux sous populations de neurones ont été identifiées dans le noyau arqué (2). Ces 
neurones reçoivent des informations sur le statut nutritionnel périphérique et en retour 
émettent des signaux déclenchant un arrêt ou une stimulation de la prise alimentaire (figure 
19). Un circuit de neurones inhibe la prise alimentaire via l’expression de neuropeptides 
POMC (proopiomelanocortin) et CART (cocaine-amphétamine regulated transcript). Un autre 
circuit stimule la prise alimentaire via l’expression des neuropeptides NPY et AgRP (Agouti-
related peptide). Ces deux populations expriment aussi le neurotransmetteur inhibiteur : 
GABA. Les autres noyaux hypothalamiques, où neurones de second ordre, tels que le noyau 
paraventriculaire, noyau dorsomédian, l’hypothalamus latéral et l’aire périfornicale, reçoivent 
des projections d’axones des neurones du noyau arqué. 
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Figure-19 -Représentation schématique du système mélanocortine hypothalamique et 
des récepteurs aux signaux hormonaux digestifs. Sont représentés les connexions nerveuses 
entre les deux sous populations neuronales du système mélanocortine (NPY-AgRP et α-MSH-CART) 
et les neurones du second ordre (autres noyaux hypothalamiques). GHS-R, récepteur sécrétagogue à 
l’hormone de croissance et à la ghréline; Leptin, récepteur à la leptine ; Insulin, récepteur à l’insuline, 
Y1/5, récepteur au neuropeptide NPY ; MC3/4, récepteur à l’α-MSH de type 3 et 4 respectivement ; 
ARC, Noyau arqué ; Neurones de second ordre : autres noyaux hypothalamiques. Figure extraite de la 
référence (2). 
 
 
b- Neurones sensibles au glucose et détection cérébrale du glucose 
 
Des neurones sensibles à la teneur en glucose dans le milieu extracellulaire ont été 
identifiés dans l’hypothalamus (97-98) et le noyau du tractus solitaire (99-101) du tronc 
cérébral. Il existe deux classes de neurones: des neurones excités ou inhibés par le glucose 
(102-103). Les premiers émettent des décharges électriques quand la teneur en glucose 
ambiant s’élève; les seconds sont activés par une diminution de la teneur en glucose.  
 
La détection cérébrale du glucose par les neurones implique la mise en jeu de systèmes 
moléculaires de détection. Certains mécanismes sont similaires à ceux décrits pour la cellule β 
du pancréas lors de la sécrétion d’insuline (104-105) comme le transport du glucose à 
l’intérieur du neurone par le transporteur au glucose GLUT2, la phosphorylation du glucose 
en glucose-6-phosphate par la glucokinase, et la fermeture des canaux KATP (104-111). 
Cependant, les neurones possèdent d’autres mécanismes de détection du glucose (95, 103). 
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Les ROS, ou espèces réactives de l’oxygène, ont récemment été impliqués dans la détection 
du glucose par les neurones (112).  
 
b-1- Les ROS ou espèces réactives de l’oxygène 
 
Les espèces réactives dérivées de l’oxygène ou ROS sont synthétisées au cours du 
métabolisme oxydatif mitochondrial du glucose. Ces médiateurs jouent un rôle de second 
messager dans la transduction du signal (113). Sur des cultures de lignées cellulaires HeLa de 
foie ou de pré adipocytes, les ROS contrôlent l’activité des enzymes du métabolisme du 
glucose (114) ou la transcription des gènes (115). Ils régulent aussi la libération de 
neurotransmetteurs dans le cerveau et parmi les mécanismes moléculaires connus, les ROS 
activent les canaux K+ sensibles à l’ATP (116-117).  
 
Le métabolisme mitochondrial du glucose est la principale source, importante et rapide 
de stress oxydant à l’échelle cellulaire (118) en réponse à une élévation de la glycémie. Le 
glucose est métabolisé dans la glycolyse en pyruvate dans le cytosol. Ce dernier entre dans les 
mitochondries pour être métabolisé par un ensemble d’enzymes du cycle de l’acide 
tricarboxylique (cycle de Krebs). Ce cycle fournit des donneurs d’électrons, NADH et 
FADH2, pour la chaîne respiratoire et la synthèse d’ATP, seule source d’énergie disponible 
pour la cellule. Les coenzymes, donneurs d’électrons et de protons, créent un gradient de 
proton vers la membrane interne mitochondriale comme représenté sur la figure-20. Ce 
gradient augmente le potentiel de membrane et inhibe le transport d’électron du complexe III 
favorisant la formation d’intermédiaires réactifs du cœnzyme Q qui cède ses électrons à 
l’oxygène moléculaire pour donner l’anion superoxide (O2-). Ainsi dans la cellule une 
proportion significative de molécule d’oxygène est convertie physiologiquement en anion 
superoxide; ce dernier est par la suite neutralisé par les systèmes de détoxification cellulaire 
dits anti-oxydants comme la catalase, la Mn SOD ou Cu/Zn SOD (Manganèse ou Cuivre/Zinc 
SuperOxyde Dismutase). L’O2- est rapidement métabolisé en peroxyde d’hydrogène, H2O2, 
par les SOD puis en H2O et O2 par la catalase pour ne pas induire de dommages au niveau du 
matériel génétique de la cellule ou perturber des voies métaboliques du glucose.  
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Figure-20-Production d’anions superoxide par la chaîne de transport 
d’électrons mitochondriale. 
L’élévation de la formation des composés donneurs d’électron à partir du cycle tricarboxylique 
(NADH et FADH2) en réponse à un état d’hyperglycémie, se traduit par une augmentation du potentiel 
de membrane mitochondrial (∆µH+) suite au pompage des H+ vers l’espace transmembranaire 
mitochondrial. Cette élévation de potentiel inhibe le transport des électrons au complexe III allongeant 
la demi-vie d’intermédiaires libres radicalaires du coenzyme Q (ubiquinone) et la production d’anions 
superoxide à partir de l’oxygène moléculaire. Figure extraite de la référence (118). 
 
L’incubation de cellules hypothalamiques de rat en présence d’une solution de glucose 
à 20mM, mimant des conditions hyperglycémiantes ou diabétiques, double la production 
basale de ROS préalablement mesurée en condition d’euglycémie (5mM) à l’aide d’une sonde 
fluorescente (H2DCFDA ou dichlorodihydro-fluorescein diacétate)(112). L’adjonction de 
catalase dans le milieu, enzyme dégradant le peroxyde d’hydrogène en molécules d’eau et 
d’oxygène, prévient cet effet. De même les inhibiteurs spécifiques de protéines de la chaîne 
respiratoire mitochondriale ont prévenu l’augmentation de la production de ROS en réponse 
au signal hyperglycémiant. In vivo, l’injection de glucose dans la carotide des rats 
anesthésiés, à une concentration qui ne modifie pas la glycémie périphérique chez ces 
animaux, déclenche l’apparition d’activités électriques dans le noyau arqué de l’hypothalamus 
ainsi que la sécrétion d’insuline par les îlots β du pancréas. Ces effets sont prévenus par 
l’adjonction de la catalase dans la solution injectable de glucose. 
 
Les décharges électriques des neurones sensibles au glucose peuvent être modulées 
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par des substrats métaboliques véhiculés par le sang comme les lipides (acide oléique) (119), 
ou des hormones dont l’insuline (120) et la leptine (121). 
 
C- Le GLP-1 dans le cerveau 
 
a-Localisation du GLP-1 et de son récepteur 
 
L’ARNm du gène du préproglucagon est exprimé dans le noyau du tractus solitaire 
du tronc cérébral chez le rat sous la forme d’un transcrit identique à celui produit par les 
cellules du tube digestif (122). Ce précurseur subit des modifications post-traductionnelles 
(clivages protéolytiques) libérant le GLP-1-(7-36)amide (123).  
 
Sur des coupes de cerveau de rat, la présence du GLP-1 est détectée par des anticorps 
dans le noyau du tractus solitaire (NTS) et les noyaux hypothalamiques. L’utilisation d’un 
marqueur fluorescent montre, par traçage rétrograde (Fluorogold), que la présence du GLP-1 
dans les noyaux hypothalamiques est en fait du à la projection des fibres nerveuses du NTS 
vers l’hypothalamus (122, 124).  
 
Chez le rat, la technique du ‘binding’ utilisant le 125I- GLP-1(7-36)amide localise le 
récepteur au GLP-1 dans l’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire du tronc cérébral 
(125-127). La distribution des sites de liaison de l’125 I-exendine-4 est identique à celle du 
125I-GLP-1 dans le cerveau de rat (128). 
 
L’ARNm du récepteur au GLP-1 co-localise avec celui du transporteur au glucose 
GLUT2 et de la glucokinase dans les cellules hypothalamiques de rat (111). Cette observation 
suggère que le GLP-1 peut agir sur ces cellules et moduler la détection du glucose 
cérébral ainsi que les décharges électriques.  
 
L’injection de GLP-1 dans le ventricule latéral des rats induit l’expression du 
marqueur c-fos, d’activité neuronale, dans l’hypothalamus (noyaux paraventriculaire, 
supraoptique et arqué), le noyau du tractus solitaire et l’area postrema (129). Cet effet est 
prévenu par l’injection cérébrale d’exendine-9. De plus, l’injection périphérique d’exendine-4 
induit l’expression du marqueur c-fos dans les neurones de l’area postrema exprimant dans 
leur cytosol, la tyrosine hydroxylase, enzyme clef de la voie de synthèse des catécholamines 
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(130). L’area postrema contrôle aussi l’activité des neurones autonomes du tronc cérébral 
régulant le rythme cardiaque et le tonus vasculaire (131-134). Ces observations suggèrent que 
le GLP-1 circulant ou sécrété dans le tronc cérébral régule le tonus catécholaminergique 
et l’activité des nerfs autonomes. Il peut moduler le tonus artériel périphérique. 
 
b-GLP-1 et libération de neuropeptides et neurotransmetteurs  
 
Sur des coupes de noyau arqué de souris, la technique du ‘patch-clamp’ 
(enregistrement des activités électriques in vitro à l’aide d’électrodes apposées sur les coupes) 
montre que le GLP-1 stimule les décharges électriques des neurones à POMC du noyau arqué 
(repérés grâce à l’expression d’une protéine fluorescente verte). Cet effet est prévenu par 
l’ajout d’exendine-9 dans le milieu. Parmi les mécanismes moléculaires, le GLP-1 active la 
protéine kinase A et l’entrée de calcium dans le cytosol par ouverture des canaux voltages 
dépendants de type L (CCVDL) entraînant une dépolarisation du neurone (135). Cet effet 
pourrait contribuer aux effets anorectiques du GLP-1.  
 
En conclusion, cette observation suggère que le GLP-1 active la libération de 
neuropeptides ou neuromédiateurs par les neurones. Ces médiateurs pourraient être 
impliqués dans la régulation des fonctions métaboliques ou vasculaires en réponse à 
l’action du GLP-1 cérébral. 
 
c-Effets centraux du GLP-1 sur les paramètres cardiovasculaires 
 
L’injection de GLP-1 (forme native) dans le ventricule latéral des rats anesthésiés, 
augmente la pression artérielle et le rythme cardiaque des animaux (136-138). Les 
expériences de vagotomie ou d’injection par voie intracérébroventriculaire d’inhibiteurs 
pharmacologiques du tonus cholinergique montrent que ces effets sont contrôlés en partie par 
le nerf vague et le système nerveux cholinergique central (136, 138). Cependant il est possible 
que le tonus sympathique contribue aux effets observés. L’injection par voie intraveineuse et 
cérébrale d’exendine-4 chez le rat éveillé active l’expression du marqueur c-fos dans les 
neurones catécholaminergiques du tronc cérébral (137). Ces neurones projettent vers 
l’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire mais aussi vers les neurones pré ganglionnaires 
du système nerveux sympathique de la corde spinale. En effet, l’injection de fortes doses 
d’agoniste du GLP-1 dans le ventricule latéral des rats active aussi l’expression du marqueur 
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c-fos dans la médullosurrénale. De plus, l’exendine-4 active rapidement la transcription du 
gène de la tyrosine hydroxylase dans les neurones catécholaminergiques du tronc cérébral. 
Enfin, une dernière équipe, Gardiner et collaborateurs, montre l’implication du système 
nerveux sympathique dans le contrôle des réponses cardiovasculaires périphériques en 
réponse à l’exendine-4 administré par voie intraveineuse (66). Chez les rats éveillés, 
l’exendine-4 perfusé par voie intraveineuse provoque une vasodilatation des vaisseaux de la 
patte arrière, effet qui est prévenu par l’injection intraveineuse de propranolol, un antagoniste 
non spécifique des récepteurs β adrénergiques. Les effets sur le rythme cardiaque sont aussi 
bloqués par le propranolol. Dans cette étude, le propranolol systémique n’a pas eu d’effet sur 
la pression artérielle.  
 
En conclusion, Le GLP-1 est une incrétine mais aussi un neuropeptide. Il est 
capable par son action sur le système nerveux central d’agir sur les fonctions 
cardiovasculaires et métaboliques : ces effets sont bien séparément décrits dans la 
littérature et font intervenir un contrôle neural. Cependant il est important de 
comprendre le lien entre ces deux actions biologiques : le système cardiovasculaire 
participe t’il ou contribue t’il a potentialiser les réponses métaboliques en réponse à 
l’action de cette incrétine ? Quel est impact du diabète de type II sur ces réponses ? La 
compréhension de ces mécanismes peut être un outil d’étude de cibles potentielles pour 
le traitement des maladies métaboliques et cardiovasculaires. 
 
3-Les signaux périphériques : l’axe cerveau – tractus gastro-intestinal 
 
 
A- Le foie 
 
Le foie régule la glycémie au cours du repas ou des périodes de jeun. Lors du repas, le 
foie capture le glucose sanguin quand la glycémie s’élève au-delà de sa valeur normale. Le 
glucose rentre dans les hépatocytes par le transporteur GLUT2 au glucose et, est rapidement 
phosphorylé par la glucokinase; 20-30% du glucose capturé est métabolisé et stocké dans les 
hépatocytes sous forme de glycogène en réponse à l’action de l’insuline qui active la 
glycogène synthase (139). Quand les concentrations en glucose circulantes sont trop élevées, 
le foie synthétise des lipides à partir du glucose. Entre les repas, le foie régule finement la 
glycémie en stimulant la production endogène de glucose à partir du glycogène 
(glycogénolyse). Au cours des périodes de jeun prolongé, le glucose est produit à partir de 
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précurseurs métaboliques comme le lactate, des acides aminés et du glycérol par la voie de la 
néoglucogenèse. 
 
B-Les muscles 
 
Les muscles sont les des principaux tissus utilisateurs de glucose. Lors du repas, les 
cellules musculaires capturent ~60-70% du glucose qui atteint la circulation sanguine (140). 
Au cours des clamps hyperinsulinémiques et hyperglycémiques, 80-90% du glucose injecté 
par voie intraveineuse est capté par les tissus périphériques et pour une majeure partie par les 
muscles squelettiques (141). Ce tissu joue donc un rôle clé dans la régulation de 
l’homéostasie glucidique et l’apparition d’un état d’insulinorésistance, a un impact 
majeur dans le développement d’une d’hyperglycémie chronique et la pathogenèse du 
diabète de type II.  
 
a- Le récepteur de l’insuline  
 
Le récepteur de l’insuline est une tyrosine kinase transmembranaire d’expression 
ubiquitaire. Il se présente sous la forme d’un hétérotétramère constitué de deux sous-unités α 
et deux sous-unités β. La liaison de l’insuline à deux régions spécifiques de l’unité α produit 
un changement de conformation. Ce changement libère l’activité catalytique du récepteur se 
traduisant par une autophosphorylation. Plusieurs sites tyrosine sur la sous unité β sont 
phosphorylés ; la phosphorylation sur un résidu tyrosine en position 960 crée un motif de 
reconnaissance pour l’ancrage des effecteurs cellulaires protéiques, IRS-1 et IRS-2 (Insulin 
receptor substrates (142). Les IRS sont ancrées à la membrane plasmique à proximité du 
récepteur grâce à un domaine PH (pleckstrin homology) localisé dans leur région N-
terminale. Leur interaction avec le récepteur de l’insuline activé induit la phosphorylation de 
plusieurs résidus tyrosyl de leur région C-terminale permettant la fixation de protéines 
possédant un domaine SH2 comme l’unité p85 du complexe p85/p110 de la PI3-K 
(phosphatidyl inositol 3-kinase) et le Grb2 (growth factor receptor binding protein 2). Ces 
deux protéines sont les médiateurs des fonctions de l’insuline sur le métabolisme et la 
croissance cellulaire, respectivement. 
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b-Effets cellulaires de l’insuline 
 
Les effets cellulaires de l’insuline sont classés schématiquement en 2 voies (142) : la 
première implique la voie de la PI-3 kinase et concerne essentiellement les effets 
métaboliques de l’hormone. Après son activation par les IRS, la PI-3 K induit la production 
de PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5 phosphate) qui se lie aux domaines PH de la PDK-1 (PI-
3-K-dependent kinase). A son tour celle-ci phosphoryle et active la sérine/thréonine kinase B 
ou AKT ainsi que les isoformes atypiques ζ et λ de la Protéine kinase C. Ces deux isoformes 
sont impliquées dans la translocation du transporteur au glucose GLUT4 exprimé dans les 
muscles squelettique et cardiaque et le tissu adipeux. AKT phosphoryle également la GSK-3 
(glycogen synthase kinase-3) ce qui, en inhibant l’effet freinateur de cette enzyme sur la 
glycogène synthase, stimule indirectement la glycogénogenèse. L’autre voie associée aux 
effets de l’insuline sur la croissance met en jeu le système MAP Kinase (mitogen-activated 
protein) via l’activation du Grb2 et aboutit au recrutement des ERK-1 et ERK-2 (extracellular 
signal regulated kinase) responsables de la phosphorylation de facteurs de transcription dont 
Elk-1. Les principales étapes de la signalisation de l’insuline sont schématisées sur la figure 
21. 
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Figure-21- Les voies de signalisation de l’insuline. La voie PI3-K régule le métabolisme du 
glucose dans le muscle squelettique, le tissu adipeux blanc et le foie ; elle contrôle la production de 
NO et la vasodilatation au niveau des vaisseaux. La voie MAPK contrôle la croissance et prolifération 
cellulaire ainsi que le sécrétion d’ET-1 par l’endothélium. IRS, Insulin Receptor Substrate ; NO, nitric 
oxide; eNOS, endothelial Nitric Oxide Synthase; PDK, phosphoinositide-dependent protein kinase; 
PKC, Protéine Kinase C ; ET-1, endothelin-1. Figure extraite de la référence (143) 
 
c-Mécanisme de transport de glucose dans la cellule musculaire 
 
GLUT4 est exprimé dans le muscle squelettique, le tissu adipeux et le cœur (144). Il 
transporte le glucose du milieu interstitiel vers l’intérieur de la cellule sans dépenser de 
l’énergie (transport passif). Dans ce processus, le glucose est transporté dans le sens opposé 
au gradient de concentration en glucose. 
 
c-1-Translocation de GLUT4 en réponse à l’insuline 
  
Lors du repas, l’insuline active la capture du glucose dans les cellules musculaires en 
stimulant la translocation du transporteur au glucose GLUT4 (145-146). Ce transporteur est 
présent dans le cytosol au sein de vésicules cytoplasmiques qui sont mobilisées vers la 
membrane de la cellule en réponse à l’action de l’insuline, figure 22.  
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Figure-22- Voie de signalisation de l’insuline dans le muscle squelettique et translocation 
du transporteur de glucose GLUT4 à la membrane plasmique. 
Figure extraite de la référence (147) 
 
Au cours du diabète de type II, le transport de glucose dans le muscle squelettique est 
diminué. Cette altération est associée chez l’Homme à une baisse du contenu en GLUT4 à la 
membrane des cellules musculaires (148). Les rongeurs alimentés avec un régime gras dit 
HFD développent rapidement une insulinorésistance périphérique, une hyperinsulinémie, une 
hyperglycémie et un diabète. Ils constituent un modèle intéressant en recherche pour la 
compréhension des mécanismes responsables du développement de l’insulinorésistance chez 
les sujets obèses et intolérants au glucose ou atteint d’un diabète de type II. L’expression du 
transporteur au glucose GLUT4 est diminuée à la membrane plasmique en réponse à l’action 
de l’insuline; cette anomalie survient très tôt, après 3 à 4 semaines d’alimentation des 
rongeurs en gras diabétogène (High Fat Diet) (149-151) bien que le contenu cellulaire total en 
GLUT 4 soit normal (149-150, 152).  
 
Pour ce qui est des mécanismes moléculaires, la transmission du message insulinique 
dans la cellule musculaire est altérée. Sur des biopsies musculaires de sujets diabétiques, on 
observe une anomalie de la phosphorylation sur des résidus tyrosine des protéines IRS-1 ou 
IRS-2 ainsi qu’une altération de l’activation de la PI3-kinase (153-154) en réponse à l’action 
de l’insuline. Chez le rat ayant développé un diabète après 4 semaines de régime gras (HFD), 
on observe une altération de l’activation de la PI-3 kinase et aussi d’AKT/PKB et de la 
protéine kinase C atypique (ζ/λ) en réponse à l’insuline systémique (155). De même, sur des 
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cultures primaires de muscles squelettiques prélevés chez des sujets intolérants au glucose, 
l’activation de la protéine kinase C (ζ/λ) est altérée en réponse à l’action de l’insuline (154). 
Enfin les souris dont l’expression du gène du transporteur GLUT4 est partiellement invalidé 
(modèle hétérozygote GLUT4 +/-) développent un phénotype insulinorésistant, hypertendu, 
diabétique et non obèse (156). La complémentation en GLUT4 dans les muscles squelettiques 
de ces animaux prévient à la fois le développement du diabète et de l’insulinorésistance (157).  
 
Ces observations soulèvent le rôle important du transporteur au glucose GLUT4 
dans la pathogenèse de la maladie diabétique et de l’insulinorésistance. Cependant on ne 
sait pas si un défaut de la signalisation de l’insuline est responsable du développement de 
l’insulinorésistance ou une conséquence de l’insulinorésistance. De plus on ne connaît 
pas l’importance relative du régime gras ou de l’hyperglycémie dans l’altération de la 
voie de signalisation de l’insuline.  
 
c-2- Le NO 
 
 Trois isoenzymes de la NOS sont identifiées sur des sections de muscles de rat (158-
159) ou de biopsies humaines (160). Ces enzymes sont codées séparément par un gène. La 
nNOS est localisée à l’origine dans les neurones et la eNOS dans les cellules endothéliales; 
ces deux isoformes sont exprimées constitutivement. Le NO libéré par la nNOS joue un rôle 
dans la neurotransmission (161) ; celui libéré par les cellules endothéliales régule le tonus 
vasculaire et de la pression artérielle (162). Une troisième isoforme, la iNOS, est localisée 
dans les macrophages (163). Son expression est induite en réponse à des cytokines 
inflammatoires. Le NO produit par la iNOS joue un rôle dans la défense immunitaire anti-
bactérienne.  
 
c-2-1-Synthèse du NO par les NOS 
 
Les NOS métabolisent l’acide aminé L-arginine et l’oxygène moléculaire en L-
citrulline et NO (figure 23).  
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Figure-23- Réaction catalysée par la NOS. 
Nitric oxide : oxide nitrique, figure extraite de la référence (164) 
 
Les NOS sont actives sous la forme de dimères constitués de deux monomères 
identiques (164). Chaque monomère est constitué d’un domaine réductase côté C-terminale et 
d’un domaine oxygénase côté N-terminale. Le domaine réductase lie les cofacteurs de la 
réaction enzymatique dont le NADPH, le FMN et le FAD et comprend un cytochrome C. Le 
domaine oxygénase lie un autre cofacteur de la réaction, la tétrahydrobioptérine ou BH4 et la 
L-arginine. A l’intersection entre les deux domaines est localisé le site de liaison à la 
calmoduline qui fixe le calcium intracellulaire. Le domaine oxygénase comprend aussi un 
domaine de liaison à l’hème (figure 24).  
 
 
Figure -24- Représentation schématisée de la structure de la NOS. 
Forme dimérique de l’enzyme avec une sous-unité réductase et oxygénase par monomère. Les sites de 
liaisons des cofacteurs ainsi que du substrat de l’enzyme sont aussi représentés. Subunit : sous-unité. 
Figure extraite de la référence (164) 
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La biosynthèse du NO implique deux étapes d’oxydation de la L-arginine en L-
citrulline avec une production concomitante de NO (164). La réaction consomme 1,5 moles 
de NADPH et 2 moles d’oxygène par mole de L-citrulline formée (figure 23). Elle implique 
une hydroxylation initiale de la L-arginine conduisant à la formation d’un intermédiaire de 
réaction le NG-hydroxy-L-arginine qui agit comme un substrat de la NOS. Le domaine 
réductase seul transfère les électrons du NADPH au FAD et le FMN vers le cytochome C. 
Tandis que les domaines oxygénase associés sous forme de dimères catalysent la réaction de 
transformation de la NG-hydroxy-L-arginine en NO et L-citrulline. L’hème joue un rôle 
essentiel dans la dimérisation des deux monomères. Cette dimérisation détermine l’activité 
NOS et la production de NO. En effet, les monomères séparés sont incapables de lier le 
cofacteur BH4 et d’assurer la production de L-citrulline et de NO. 
La eNOS et la nNOS sont activées par une subséquente élévation en calcium dans le 
cytosol suivi par la liaison de ce calcium à la calmoduline (164). A l’opposé la iNOS n’est pas 
activée par le calcium car la calmoduline est liée irréversiblement à l’enzyme. La calmoduline 
est nécessaire pour le transfert des électrons entre les domaines vers l’hème. La région de la 
eNOS qui lie la calmoduline est associée intimement à la membrane plasmique à des 
phospholipides anioniques comme la phosphosérine. Cette liaison prévient la fixation de la 
calmoduline et donc l’activation de la eNOS.  
L’enzyme a subit, lors de sa biosynthèse, des modifications post-traductionnelles 
comme une myristoylation et palmitoylation côté N terminale (164). Ce processus est unique 
pour la eNOS et permet de localiser l’enzyme au niveau d’invaginations de la membrane 
plasmique appelées caveolae. A cet endroit, la eNOS est associée à une protéine membranaire 
la caveoline-1 pour la cellule endothéliale et caveoline-3 pour la cellule musculaire. Cette 
liaison inhibe l’activité eNOS en interférant avec le site de liaison à la calmoduline et le 
transfert d’électrons. Ainsi c’est la séparation du complexe eNOS – caveoline qui détermine 
l’activation de la eNOS. 
La nNOS a un domaine supplémentaire long de 300 acides-aminés côté N-terminale. Il 
contient un domaine PZD qui s’associe à une protéine de la membrane sarcoplasmique 
appelée dystrophine dans le muscle squelettique, et PSD-95, une protéine associée à un canal, 
dans le cerveau. Comme la eNOS, la nNOS est inhibée par liaison à la cavéoline (164). 
La iNOS ne possède pas de séquence spécifique ciblant la localisation membranaire de 
l’enzyme à la membrane plasmique. Elle est pourtant localisée à la membrane des 
neutrophiles humains ou de macrophages murins. 
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c-2-2- Le NO et transport musculaire du glucose   
 
Les muscles au repos produisent du NO en réponse à l’adjonction de [3H] arginine et 
de calcium dans le milieu d’incubation (158). Cette activité disparaît en l’absence de calcium 
et est attribuée aux isoformes constitutives dont l’activité est calcium dépendant (e/nNOS). La 
iNOS produit, quant à elle du NO, en réponse à l’adjonction de cytokines inflammatoires 
(TNF-α) ou de lipopolysaccharide bactérien (LPS) dans le milieu selon un mécanisme ne 
nécessitant pas la présence de calcium.  
 
Le NO a la propriété intrinsèque de stimuler le transport de glucose vers l’intérieur de 
la cellule musculaire. En effet, le transport de glucose dans le muscle isolé de rat au repos est 
diminué en présence de LNMMA (165). Il est stimulé par une libération de calcium du 
réticulum sarcoplasmique. Cependant, le calcium n’est pas nécessaire à l’action du NO pour 
le transport du glucose (166). En effet, un donneur de NO, comme le nitroprussiate de sodium 
(SNP), a augmenté la capture du glucose par les muscles et son oxydation sous forme de 
lactate (167). Cet effet, n’est pas prévenu par l’ajout de dantrolène dans le milieu, un 
inhibiteur de la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique (166). Le SNP a un effet 
additif sur le transport de glucose stimulé par l’insuline in vitro (165). Au niveau des 
mécanismes moléculaires, le NO agit selon un mécanisme d’action indépendant de 
l’activation de la voie de la PI-3 kinase (166-168) car le transport de glucose n’est pas inhibé 
par la wortmannin, un inhibiteur de la PI-3 kinase; par contre il active la guanylate cyclase 
cytosolique (Gc) et augmente l’expression du transporteur de glucose GLUT4 à la membrane 
de cellules musculaires (166). Ainsi, le SNP stimule la production de GMPc par les muscles 
isolés et le dibutyrylGMPc, seul ajouté au milieu d’incubation, augmente le transport du 
glucose dans le muscle. Enfin, la perfusion intraveineuse de L-arginine chez l’Homme sain 
améliore la sensibilité des tissus périphériques à l’action de l’insuline systémique selon un 
mécanisme indépendant des effets vasculaires de l’insuline (voir partie vaisseaux) (169).  
 
En conclusion, le NO seul, régule le transport de glucose dans les cellules 
musculaires squelettiques en stimulant la translocation du transporteur au glucose 
GLUT4. Il potentialise le transport de glucose stimulé par l’insuline indépendamment de 
ses effets vasculaires.  
 
 
 
 
- 52 -
C- Le tissu adipeux 
 
Le tissu adipeux joue un rôle de stockage d’énergie assimilée lors d’un repas dont les 
acides gras et le glucose sous la forme de triglycérides. Dix pour cent du glucose sanguin sont 
captés dans les adipocytes sous l’action de l’insuline qui induit la translocation du 
transporteur de glucose GLUT4 à la membrane cellulaire des adipocytes (170-171). 
L’hormone stimule aussi la lipogenèse et inhibe la lipolyse des triglycérides. Le glucose 
capté, est transformé en glycérol Îacide phosphatidique Î puis triglycérides par liaison à 
des acides gras véhiculés par les lipoprotéines sanguines. Au cours de périodes de jeun, les 
adipocytes utilisent les acides gras comme source d’énergie, grâce à leur oxydation qui fournit 
de l’acétyl-CoA. Ces acides gras, libérés par lipolyse des triglycérides, peuvent rejoindre le 
torrent circulatoire et être utilisés par d’autres organes comme le foie et le coeur comme 
source d’énergie.  
 
Le tissu adipeux a aussi une fonction endocrine. Il synthétise et sécrète un grand 
nombre d’adipokines (172) dont la leptine, la résistine, l’adiponectine, la visfatine, 
l’apeline….L’apeline est le ligand endogène d’un récepteur orphelin couplé à une protéine G 
dont la structure protéique a de grandes similarités avec le récepteur de type 1 à l’angiotensine 
II (AT1R) (173). L’ARNm de l’hormone est localisé par Northern blot (174-176) sur des 
coupes d’hypothalamus de rat mais aussi dans d’autres tissus (cœur). Chez le rat, l’apeline a 
des effets satiétogènes par action sur le cerveau (177). L’ARNm de son récepteur est exprimé 
sur le muscle squelettique et dans l’hypothalamus (178). La perfusion intracérébrale ou 
intraveineuse de l’hormone augmente la pression artérielle et le rythme cardiaque des rats 
éveillés (179). Au cours du diabète de type II, les concentrations d’apeline augmentent chez 
l’Homme et corrèlent positivement avec l’hyperinsulinisme et la prise de poids (180).  
 
Le tissu adipeux est innervé (181). Les voies efférentes, dont les fibres nerveuses 
sympathiques, jouent un rôle dans le contrôle de la lipolyse et la β-oxydation des acides gras. 
Les voies afférentes modulent la sensibilité du tissu hypothalamique à l’action anorexigène de 
la leptine (182).  
 
L’ensemble de ces observations suggère que le tissu adipeux blanc participe 
indirectement à la régulation des fonctions vasculaires et donc du métabolisme en partie 
par son action sur le cerveau. Le développement du tissu adipeux au cours du diabète ou 
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de l’obésité peut moduler les actions vasculaires de régulateurs hormonaux comme 
l’insuline. 
 
D- Les vaisseaux  
 
 
La vasomotricité des artères détermine l’apport du sang aux tissus dont les muscles 
squelettiques. Ce mécanisme facilite l’efflux de nutriments et donc de glucose vers les 
muscles squelettiques. L’intérêt d’étudier les réponses vasomotrices en réponse à des 
régulateurs hormonaux sécrétés en réponse au signal d’hyperglycémie (GLP-1 et insuline) est 
de trouver des cibles moléculaires d’action de ces hormones dans l’objectif d’améliorer 
l’équilibre glycémique au cours des maladies métaboliques (diabète, obésité). 
 
a-Réponses cardiovasculaires associées à l’alimentation de l’Homme 
 
Au cours du repas des redistributions sanguines se mettent en place entre le tube 
digestif et les muscles périphériques de manière à augmenter l’absorption des nutriments et 
préparer au stockage (183). Ainsi, chez les sujets jeunes et sains, le sang afflue dans le 
mésentère suite à l’ingestion d’un repas. En parallèle, apparaît une vasoconstriction des 
artères des muscles squelettiques de la jambe ainsi qu’une tachycardie. L’intensité et la durée 
de ces redistributions dépendent de la composition qualitative (riche en matière grasse ou 
carbohydrates) et énergétique du repas (en mégajoules). La tachycardie permettrait de 
maintenir la pression artérielle stable. Ces réponses physiologiques sont gouvernées par des 
mécanismes nerveux (système nerveux autonome) et humoraux (insuline, glucagon, peptides 
gastro-intestinaux...).  
 
b-Vaisseaux et équilibre énergétique  
 
Les vaisseaux régulent aussi l’efflux du glucose systémique vers les muscles 
squelettiques à l’issu d’un repas. Ce mécanisme implique une action vasodilatatrice des 
régulateurs hormonaux sur le calibre des artères musculaires. Un des régulateurs les mieux 
connu est l’insuline. Au cours des états physiopathologiques comme le diabète, les actions 
vasculaires de l’insuline sont altérées par la protéine kinase C, une enzyme ubiquitaire 
exprimée aussi dans l’endothélium. 
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b-1-Activation de la eNOS des cellules endothéliales par l’insuline 
 
 
La eNOS dans l’endothélium est activée par l’acétylcholine, la force de cisaillement 
du sang sur la paroi du vaisseau (184), la bradykinine (185), le VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor)(186) et des hormones comme la leptine (187) et l’insuline (186). Cette 
enzyme synthétise aussi du NO suite à l’élévation de la concentration en calcium dans le 
cytosol (189). L’insuline active la eNOS et la production de NO (190) selon un mécanisme 
indépendant de la présence de calcium (191) (figure 25). L’hormone active la PI3-Kinase et 
la phosphorylation d’AKT. Cette dernière phosphoryle et active la eNOS sur un résidu sérine 
en position 1177 chez l’Homme ou 1179 sur la séquence correspondant au bœuf.  
 
L’insuline régule aussi l’expression de la eNOS : une augmentation du taux des 
ARNm de la eNOS apparaît au bout d’une heure d’incubation des cellules endothéliales avec 
l’insuline (192). Cet effet est inhibé par la wortmannin un inhibiteur de l’activité PI3-kinase. 
Le NO libéré par l’endothélium diffuse vers les muscles lisses dans la média sous jacente et 
active une enzyme cytosolique, la guanylate cyclase (Gc). La Gc métabolise le GTP 
(guanosine triphosphate) en GMPc (guanosine monophosphate cyclique) (193). Ce dernier 
induit un relâchement des fibres musculaires lisses et donc une vasodilatation.  
 
 
 
Figure-25- Voie de signalisation de l’insuline conduisant à l’activation de la eNOS et la 
production de NO. Ach: acétylcholine; Cav-1 : caveoline-1; ER: reticulum endoplasmique; P: site 
phosphorylé; PIP: phosphatidylinositol phosphate; PLC: phospholipase C. Figure extraite de la 
référence (188). 
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b-2-Régulation de l’expression et de l’activation de la eNOS par la protéine 
kinase C au cours de l’hyperglycémie ou du diabète 
 
La PKC régule l’expression et l’activité de la eNOS de l’endothélium. En effet, sur des 
cellules endothéliales en culture, les activateurs de la PKC comme le PMA (phorphob-12-
myristate-13-acétate) inhibent l’activation par l’insuline de la voie de la PI3-kinase et la 
transcription de l’ARNm de la eNOS (192). De même, la surexpression de l’isoforme β de la 
PKC dans ces cellules a inhibé la stimulation par l’insuline de l’expression de la eNOS et de 
l’activité PI3-kinase (192).  
  
Au cours du diabète, l’isoforme β de la PKC est activée dans l’endothélium des 
vaisseaux d’aorte de rats (194). L’enzyme est activée par le DAG puis est transloquée à la 
membrane plasmique. Le DAG est synthétisé de novo à partir du glucose (118) mais aussi 
secondairement à l’inhibition de l’activité de l’enzyme glycolytique, la GADPH 
(glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase) selon un mécanisme de poly-(ADP 
ribosyl)ation (195) ou par action de l’anion superoxide issu du métabolisme mitochondrial du 
glucose (118). Ce dernier mécanisme est schématiquement représenté sur la figure-26 ci-
dessous. En aval, La PKC activée, peut stimuler la NADPH oxydase vasculaire (196) et 
devenir elle-même une source de stress oxydant.  
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Figure-26-Mécanismes potentiels selon lesquels l’augmentation de la production 
d’anions supéroxide par les mitochondries en réponse à l’hyperglycémie active 4 voies 
sources de stress oxydant et de dommages cellulaires. 
L’anion superoxide (O2-) en excès inhibe la GAPDH enzyme de la glycolyse déterminant une 
accumulation de glucose et de ses métabolites en amont. Le glucose et ses métabolites sont alors 
dirigés et métabolisés dans les 4 voies suivantes : la voie des polyols, la voie des hexosamines, la voie 
de la protéine kinase C et la voie des produits terminaux de glycation (AGE). Figure extraite de la 
référence (118). 
 
Au cours des états d’insulinorésistance, l’activation de l’activité PKC est associée à 
une altération de l’expression de l’ARNm de la eNOS et une diminution de l’activité de 
l’enzyme. Ces effets sont observés dans les vaisseaux (192, 197) des rats insulinorésistants. 
Parmi les mécanismes moléculaires, l’enzyme inhibe la phosphorylation d’AKT et la 
production de GMPc dans l’aorte des rats insulinorésistants en réponse à l’action de l’insuline 
perfusée au cours d’un clamp euglycémique (197). Ces effets sont reversés par le traitement 
oral des rats avec un inhibiteur de la PKCβ, la ruboxistaurine.  
 
En conclusion, l’activation de la PKC au cours du diabète régule négativement 
l’expression ou l’activation de la eNOS. Ces effets peuvent affecter la régulation de 
l’activité eNOS par des médiateurs endocriniens comme l’insuline ou le GLP-1 sécrétés 
à l’issu d’un repas. 
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b-3- Effet vasodilatateur du NO et contrôle de la capture du glucose par les 
muscles 
 
L’insuline stimule la eNOS de l’endothélium et induit une libération de NO. Le NO, a 
un effet vasodilatateur. Cet effet accroît l’apport de sang dans le réseau capillaire musculaire 
ce qui accélère les échanges de nutriments entre le vaisseau et le milieu extracellulaire. En 
effet, la perfusion systémique d’insuline augmente au cours des clamps euglycémiques, le 
débit sanguin chez l’Homme sain dans les muscles squelettiques (198-200), effet qui est 
prévenu par le l’injection systémique de L-NMMA (NG-monométhyl-L-arginine), un 
inhibiteur non spécifique de NOS et qui s’est accompagné d’une diminution de la capture du 
glucose d’~ 21% par les muscles squelettiques (198). Chez l’Homme sain, une corrélation 
positive a été observée entre l’intensité du flux sanguin mesuré dans les muscles squelettiques 
et la sensibilité des tissus périphériques à l’action de l’insuline (198) (figure 27).  
 
Figure-27-Corrélation entre la capture du glucose périphérique et le flux sanguin 
artériel fémoral au cours des clamps hyperinsulinémique et euglycémique réalisés chez 
des sujets sains (n=21). Leg Blood flow : flux sanguin au niveau de la jambe; Whole body glucose 
uptake : capture du glucose par l’ensemble des tissus. Figure extraite de la référence (198). 
 
En conclusion, l’insuline augmente l’apport de sang vers les muscles et 
facilite/potentialise la capture de glucose par ces tissus. Une altération de ce mécanisme 
peut participer à la pathogenèse du diabète. 
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b-4-Altération de la vasodilatation et de la capture du glucose au cours du 
diabète : la eNOS une cible moléculaire d’action de l’insuline dans la régulation de la 
glycémie 
 
L’endothélium participe à l’efflux du glucose systémique ou de nutriments en réponse 
à l’action de régulateurs hormonaux sécrétés à l’issu d’un repas comme l’insuline. Cependant 
au cours du diabète, les effets vasculaires de l’insuline sont altérés (201-202). Cet effet est 
associé à une diminution de la capture du glucose systémique au niveau des muscles 
squelettiques en réponse à l’action systémique de l’insuline (203). Parmi les mécanismes 
moléculaires, il existe une altération de la vasodilatation endothélium dépendant chez ces 
sujets, c'est-à-dire un état où l’endothélium des vaisseaux répond de manière inadéquate à un 
stimulus vasodilatateur comme l’acétylcholine (204). L’endothélium ne libère pas 
physiologiquement assez de NO.  
Deux mécanismes potentiels peuvent expliquer cette altération: soit il existe une 
altération de l’activation ou de l’expression de la eNOS ; soit au contraire le NO est synthétisé 
par la eNOS, mais il est de sitôt neutralisé par l’anion superoxide (O2-) sous la forme de 
péroxynitrite. Ces hypothèses sont confortées par les observations obtenues sur les modèles 
murins transgéniques. En effet, les souris eNOS- /- (205-206) sont insulinorésistantes et le 
flux sanguin mesuré à la patte arrière au cours des clamps euglycémiques est diminué par 
comparaison au modèle murin d’hypertension artérielle d’origine rénovasculaire (souris 1-
kidney/1-clip), comme représenté sur la figure 28, ci-dessous. Cette diminution est associée à 
une réduction de l’utilisation périphérique de glucose et in vitro, la capture du glucose par les 
muscles squelettiques est diminuée. Bien que les souris nNOS -/- soient insulinorésistantes 
(206), le flux sanguin n’est pas modifié ainsi que la capture du glucose in vitro en réponse à 
l’action de l’insuline par rapport aux souris contrôle, nNOS+ /+ (207). Cette observation 
suggère que la eNOS contrôle le du flux sanguin et la capture du glucose par les muscles en 
réponse à l’action de l’insuline. En effet, les souris, dont l’expression du gène de la eNOS a 
été partiellement invalidée (eNOS-/+), deviennent insulinorésistantes sous l’action d’un 
régime gras diabétogène ou High Fat Diet (208). Ces souris développent une hypertension 
artérielle et l’utilisation périphérique du glucose chez ces souris est réduite d’~35% en 
réponse à l’action de l’insuline. 
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En conclusion, la eNOS de l’endothélium vasculaire et/ou musculaire est 
impliquée dans le contrôle de l’utilisation du glucose par les muscles squelettiques. Au 
cours du diabète, un défaut d’expression ou d’activation de cette enzyme aggrave 
l’hyperglycémie systémique et l’insulinorésistance.  
 
 
Figure-28- Variation du flux sanguin au cours d’un clamp euglycémique et 
hyperinsulinémique chez les souris eNOS-/-, contrôles ou eNOS+/+ et 1-Kidney/1-clip 
(1K/1C). En a, variation du flux sanguin au niveau de la patte arrière durant les 90 premières minutes 
du clamp ; en b, étude de corrélation entre le glucose infusion rate (ou vitesse de perfusion du glucose) 
et le flux sanguin ; en c) mesure de la capture du 2-déoxyglucose par des muscles isolés de souris, à 
l’état de base et en réponse à l’action de l’insuline. 2-deoxyglucose uptake : capture du 2-
déoxyglucose ; Glucose infusion rate : vitesse de perfusion du glucose.Figure extraite de référence 
(205). 
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c- Rôle du cerveau dans la régulation vasculaire périphérique et régulateurs 
hormonaux 
 
 
Des régulateurs nutritionnels sécrétés en périphérie ou lors de l’absorption d’un repas 
ont des effets sur le rythme cardiaque et la pression artérielle lorsqu’ils sont administrés 
directement dans les ventricules du système nerveux central chez le rongeur. C’est le cas de 
l’insuline (209-210), du GLP-1 (136, 138), de la ghréline (211), la leptine (212-213)… Les 
effets de ces hormones sont aussi associés à des effets métaboliques. D’après les études de 
marquage rétrograde ou antérograde des projections neuronales du cerveau à l’aide de 
traceurs, l’hypothalamus est connecté au tronc cérébral et en particulier à des neurones du 
système nerveux autonome (figure 29). Par exemple, le noyau ventromédian (VMH) de 
l’hypothalamus émet des projections nerveuses vers la substance grise périaquéducale du 
mésencéphale. De cette région, partent des fibres nerveuses qui font relais dans le noyau 
dorsal moteur du vague et le noyau ambiguus situés dans le tronc cérébral au niveau de la 
medulla oblongata (214). Ces deux noyaux sont le siège des neurones pré ganglionnaires du 
système nerveux autonome parasympathique. De même, la substance grise périaqueducale 
émet aussi des projections vers les corps cellulaires des neurones catécholaminergiques du 
système nerveux sympathique (groupe A1/C1) situés dans la formation réticulée à la sortie du 
tronc cérébral. Ces derniers projettent vers les corps cellulaires de neurones pré 
ganglionnaires de la colonne intermédiolatérale (IML) de la moelle épinière. 
 
En conclusion, l’hypothalamus ou le tronc cérébral régulent les réponses 
cardiovasculaires associées à l’action cérébrale des signaux nutritionnels. La modulation 
du tonus vasculaire par ces centres nerveux pourrait renforcer les effets métaboliques de 
ces hormones. 
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Figure-29- Hypothalamus et voies efférentes du système nerveux autonome 
Sont représentés en bleu les projections des axones des neurones hypothalamiques vers le noyau du 
tractus solitaire (NTS), le noyau dorsal moteur du X (DMNX), la médulle basolatérale (BLM) et du 
noyau parabrachial (PBN) ; et en rouge ou vert, les voies efférentes du système nerveux autonome. 
Les voies efférentes parasympathiques reçoivent des influx du noyau BLM et d’un complexe formé 
par les noyaux DMNX et NTS/AP. Les voies efférentes sympathiques reçoivent des influx des noyaux 
hypothalamiques, et des noyaux PBN et BLM. NTS : noyau du tractus solitaire, AP: area postrema, 
DMNX: noyau dorsal moteur du X, BML: medulle basolaterale, A1/C1: groupe de neurones 
catécholaminergiques, PBN: noyau parabrachial, amygdala: amygdale. Figure extraite de la référence 
(95). 
 
E- Régulation indirecte de l’utilisation du glucose par les muscles squelettique en 
réponse à l’action de l’insuline 
 
L’insuline systémique contrôle l’utilisation du glucose par les muscles squelettiques en 
activant la translocation du transporteur au glucose GLUT4 à la membrane plasmique des 
cellules musculaires. Ce mécanisme est classiquement réservé à l’action de l’insuline. 
Cependant, il peut également être contrôlé par le NO produit par l’endothélium via 
l’activation de la eNOS et également la cellule musculaire via l’activation de la nNOS. Le NO 
est aussi un puissant vasodilatateur des artères irrigant les muscles squelettiques ce qui accroît 
l’apport musculaire du glucose. Cependant la capture et l’utilisation du glucose par les 
muscles peut être activée par d’autres régulateurs ou effecteurs du métabolisme énergétique 
comme l’AMPK et le système nerveux.  
 
 
 
 
 
 
 
 
- 62 -
a- L’AMPK  
 
 
L’AMPK ou AMP-activated protein kinase est une enzyme ubiquitaire détectant des 
variations d’énergie dans la cellule. Ce senseur adapte le métabolisme des cellules aux 
changements environnementaux ou nutritionnels (215). L’enzyme se présente sous la forme 
d’un complexe trimérique constitué d’une sous-unité α catalytique et de deux sous-unités 
régulatrices β et γ. Il existe deux isoformes α (α1 et α2), deux isoformes β (β1 et β2) et trois 
isoformes γ (γ1, γ2, et γ3). Chaque isoforme est codée par un gène différent. L’AMPK a une 
activité sérine/thréonine kinase et, est stimulée physiologiquement par une augmentation de la 
concentration intracellulaire en AMP lors des situations de carence énergétique cellulaire 
comme au cours d’un état d’hypoglycémie ou d’un exercice physique (216). L’AMP active 
l’enzyme par liaison allostérique à la sous-unité catalytique α ; l’enzyme est aussi activée par 
phosphorylation d’un résidu thréonine en position 172 (217). 
 
a-1-Régulation intrinsèque de la capture du glucose dans le muscle par l’AMPK 
 
L’AMPK stimule le transport du glucose dans les cellules musculaires selon un 
mécanisme indépendant de l’action de l’insuline. Des études réalisées sur des préparations 
isolées de muscles squelettiques (218-219) ou in vivo chez le rat (220), ont démontré, cette 
observation en utilisant l’AICAR ou 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribofuranoside, un 
analogue non métabolisable de l’AMP. Parmi les mécanismes moléculaires, l’AMPK 
phosphoryle la eNOS des cellules endothéliales en culture sur un résidu sérine 1177 en 
présence de calcium, et active la production de NO (221-222). Le L-NAME, un inhibiteur non 
spécifique de NOS, inhibe le transport de glucose dans le muscle squelettique in vitro (223) et 
in vivo chez le rat (224), en réponse à l’AICAR. 
 
 En conclusion, le NO et la eNOS jouent un rôle important dans la régulation de la 
glycémie en réponse à l’action de régulateurs physiologiques de l’activité AMPK. 
  
a-2-Régulation nerveuse de l’utilisation musculaire du glucose par l’AMPK 
 
L’AMPK est un effecteur des effets centraux de l’insuline et contrôle indirectement 
l’utilisation du glucose par les muscles squelettiques. En effet, les souris dont l’expression du 
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gène codant pour la sous-unité α2 est invalidée (AMPKα2-/-) sont insulinorésistantes (225-
226) et la synthèse du glycogène dans les muscles squelettiques est diminuée en réponse à 
l’action de l’insuline administrée par voie intraveineuse au cours d’un clamp euglycémique. 
Cependant les souris exprimant une isoforme dominant négative de l’AMPK dans le muscle 
squelettique ne sont pas insulinorésistantes et synthétisent du glycogène dans le muscle au 
cours des clamps. Ces données suggèrent que d’autres tissus exprimant l’AMPK peuvent 
contrôler indirectement l’utilisation du glucose systémique par les muscles en réponse à 
l’action de l’insuline. Parmi ceux-ci le système nerveux joue un rôle important. En effet, 
l’AMPK est exprimée dans le système nerveux central (227) chez la souris. L’enzyme est 
exprimée dans l’hypothalamus et participe au contrôle de la prise alimentaire et de poids en 
réponse aux signaux hormonaux (leptine, insuline) ou nutritionnels (glucose) (228). La 
perfusion en intracérébroventriculaire d’AICAR chez la souris saine (229), pendant un clamp 
euglycémique, augmente la sensibilité des muscles à l’action de l’insuline et stimule le 
stockage du glucose systémique sous la forme de glycogène. De même, la perfusion 
d’AICAR dans le ventricule latéral des souris à jeun stimule la synthèse de glycogène par les 
muscles (229). Cette enzyme est aussi un régulateur de l’activité des nerfs sympathiques 
(225). En effet l’invalidation du gène de la sous unité α2 -/- chez les souris exacerbe le tonus 
nerveux sympathique puisque ces souris excrètent physiologiquement de fortes quantités de 
catécholamines chaque jour dans leurs urines.  
 
En conclusion, le système nerveux central régule le métabolisme énergétique en 
réponse aux variations d’énergie détectées par les cellules sous la forme d’ATP. Ainsi il 
détermine l’activation des voies métaboliques périphériques gouvernant le stockage ou 
la dépense énergétique en réponse à l’activation d’effecteurs comme l’AMPK et des 
stimulations hormonales. 
 
b- Le système nerveux  
  
Chez l’Homme, la perfusion aigue d’insuline (230-231) ou l’absorption orale de 
glucose (232) stimule le système nerveux autonome sympathique. On observe une 
augmentation de la concentration plasmatique en noradrénaline ainsi qu’une élévation des 
potentiels d’actions nerveux sur les enregistrements de microneurographie ou MSA (MSNA, 
Muscle Nerve Sympathetic Activity) réalisés au niveau du nerf péronier commun (figure 30). 
Les mesures réalisées sur ce nerf représentent l’activité sympathique efférente post-
ganglionnaire. 
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Figure-30- Effets sympathicoexcitateurs de l’insuline chez l’Homme au cours d’un 
clamp euglycémique hyperinsulinémique. Sont reportés les enregistrements du MSNA selon la 
concentration en insuline [low ou faible et high ou élevée] perfusée chez les sujets sains lors d’un 
clamp euglycémique. Recovery : période d’arrêt du clamp ; bursts : stimulations/décharges nerveuses 
Figure extraite de la référence (230). 
 
Au cours des clamps intraveineux à l’insuline, trois mécanismes sont suspectés être à 
l’origine de cette activation nerveuse. L’hypoglycémie pourrait par réflexe activer le tonus 
nerveux sympathique. Cependant, cet effet n’est pas observé car la glycémie est ajustée à une 
valeur d’euglycémie ~5,5 mM. Par contre, il est observé au cours de la période d’arrêt du 
clamp (voir « recovery period » sur la figure 30) ou en réponse à une perfusion de 2-
deoxyglucose créant « virtuellement » un état d’hypoglycémie (233). Une deuxième 
hypothèse est que la vasodilatation périphérique induit une chute de la pression artérielle 
(230) activant par réflexe le tonus nerveux sympathique. Cependant au cours des clamps chez 
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l’Homme sain, la pression artérielle ne diminue pas en général : elle reste le plus souvent 
stable (231, 234), et peut augmenter avec de fortes concentrations en insuline plasmatique 
(235) ; une diminution a été toutefois observée dans une étude chez l’Homme sain (230). 
Enfin, un troisième mécanisme potentiel repose sur l’action directe de l’hormone sur le 
système nerveux central. Cette observation a été suggérée devant l’expérimentation montrant 
que l’absorption orale du glucose chez l’Homme sain a activé les nerfs sympathiques par 
comparaison à la perfusion intraveineuse de ce glucose (232); figure 31. En effet, le glucose 
absorbé a provoqué une sécrétion systémique d’insuline beaucoup plus intense que celle 
occasionnée par la perfusion intraveineuse de ce même glucose (figure 32) et a aussi induit 
une sécrétion de noradrénaline (figure 33). Ce dernier effet n’a pas été observé avec la 
perfusion intraveineuse de glucose. 
 
Figure-31- Variations du MSA chez l’Homme sain. Sont reportés en haut dans l’angle droit, 
les variations du MSA en réponse à la perfusion intraveineuse de D-glucose et en bas dans l’angle 
gauche les variations en réponse à l’absorption orale de D-glucose. Burst/min : décharges nerveuses 
par minutes ; time : temps. Figure extraite de la référence (232). 
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Figure -32- Variation de l’insulinémie et de la glycémie chez l’Homme sain. Sont reportés 
les valeurs de l’insulinémie (figure à gauche) et de la glycémie (figure à droite) obtenues au cours 
d’une épreuve de charge orale en glucose (A) et d’une perfusion intraveineuse de glucose (B). Time: 
temps ; serum insulin : insuline sérique. Figure extraite de la référence (232). 
 
 
Figure -33- Variations de la concentration en noradrénaline (ou norepinéphrine) dans le 
plasma chez l’Homme sain. Sont reportés, en haut dans l’angle droit, les variations de la 
concentration en noradrénaline au cours de la perfusion intraveineuse de glucose et en bas dans 
l’angle à gauche, les variations en réponse à l’absorption orale de glucose. Time : temps ; plasma 
norepinephrine : norépinéphrine plasmatique. Figure extraite de la référence (232). 
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b-1-Effets nerveux et métaboliques de l’insuline perfusée dans le système nerveux 
central des rongeurs 
 
 L’insuline traverse la barrière hémato-encéphalique (236-238). Son récepteur est 
largement distribué dans le système nerveux central (236, 239) et l’hypothalamus. Des études 
d’autoradiographie ou de binding avec l’[125I]insuline ont localisé le récepteur sur les 
neurones (240-241) et les astrocytes (242-243). L’injection dans le ventricule latéral 
d’insuline active les nerfs autonomes. En effet, chez le rat, l’injection en 
intracérébroventriculaire de l’hormone a stimulé les nerfs sympathiques de la chaîne lombaire 
(244-245). Cet effet serait contrôlé par l’hypothalamus. En effet, chez le rat la perfusion 
systémique d’insuline a activé le système nerveux sympathique lombaire, effet qui a été abolit 
par lésion du troisième ventricule antéroventral (246).  
Enfin, les effets centraux de l’insuline ont été associés à des effets métaboliques. Ainsi 
la perfusion en intracéréboventriculaire de l’hormone chez la souris a stimulé l’utilisation 
périphérique de glucose par les muscles squelettiques et le stockage du glucose sous forme de 
glycogène (229). Chez le rat, il est observé une diminution la production hépatique de glucose 
(247).  
L’ensemble de ces observations suggère que l’insuline contrôle indirectement la 
capture et l’utilisation du glucose systémique par les tissus périphériques selon des 
mécanismes impliquant l’activation du système nerveux et des nerfs autonomes. 
 
b-2-Mécanismes moléculaires centraux de l’insuline impliqués dans le contrôle du 
métabolisme glucidique  
 
Parmi les mécanismes cellulaires, l’insuline stimulerait des neurones pré autonomes 
situés dans l’hypothalamus. Ces derniers enverraient des influx nerveux vers le tronc cérébral 
(248). En effet, l’insuline cérébrale active dans l’hypothalamus la voie de la PI-3 kinase et les 
canaux KATP dépendants (245; 247). La perfusion de wortmannin, un inhibiteur de la PI-3 
kinase, dans le troisième ventricule des rats, inhibe les effets nerveux de l’insuline cérébrale 
sur le tonus sympathique (245). Ce bloqueur ainsi que le tolbutamide, un inhibiteur des 
canaux KATP dépendants, administrés séparément dans le troisième ventricule, ont aussi 
prévenu l’inhibition de la production hépatique de glucose par le foie en réponse à l’action 
centrale ou systémique de l’insuline (247).  
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En aval de la PI-3 kinase, l’insuline génère en partie ses effets centraux et 
périphériques via la libération de NO. Des études d’immunohistochimie utilisant un double 
marquage fluorescent avec des anticorps, ont localisé la eNOS dans le tissu endothélial 
cérébral et les astrocytes du tronc cérébral chez le rat. La nNOS a été plutôt identifiée dans les 
neurones (249). L’injection systémique d’un bloqueur de NOS, le L-NAME, qui traverse la 
barrière hémato-encéphalique, abolit la vasodilatation au niveau de la patte arrière des rats en 
réponse à une stimulation électrique de l’hypothalamus (250). La perfusion dans le ventricule 
latéral des rats, de L-NMMA, un autre inhibiteur non spécifique des NOS, a diminué d’~20% 
la capture du glucose systémique en réponse à la perfusion intraveineuse d’insuline au cours 
d’un clamp euglycémique (251). De plus, la perfusion cérébrale de L-NMMA a élevé d’~30% 
la glycémie de base des animaux à jeun. Enfin, la perfusion systémique de L-NMMA au cours 
des clamps euglycémiques abolit l’activation du système nerveux sympathique en réponse à 
l’action de l’insuline systémique (209).  
 
En conclusion le NO est nécessaire pour que l’insuline régule à la fois l’activité du 
système nerveux sympathique et le métabolisme périphérique du glucose. Il est libéré 
dans le cerveau sous l’action de l’insuline ou au niveau des terminaisons nerveuses 
périphériques innervant les vaisseaux et pourrait potentialiser les effets de l’hormone 
sur l’utilisation musculaire du glucose. 
 
b-3-Effets vasodilatateurs de l’insuline observés lors de l’activation du système 
nerveux  
 
L’insuline administrée par voie intraveineuse à des concentrations supra 
physiologiques au cours des clamps euglycémiques chez l’Homme sain, active le système 
nerveux autonome et a un effet vasodilatateur des artères musculaires. Ces deux actions 
biologiques sont propres à l’insuline et n’impliquent pas un mécanisme en rapport avec le 
métabolisme oxydatif du glucose dans le muscle (234). En effet, chez l’Homme sain, 
l’insuline perfusée lors des clamps atteint rapidement des concentrations plasmatiques élevées 
~400pmo/L [par comparaison à la valeur de base à jeun ~40pmol/L] et augmente le flux 
sanguin d’un facteur ~1,5 ainsi que l’oxydation du glucose. La perfusion isolée de glucose au 
même débit que celui administré lors des épreuves de clamps induit une insulinémie en 
moyenne ~ 2 à 3 fois plus faible. Cette concentration active, d’une même intensité que dans 
les clamps, la capture et l’oxydation du glucose par les muscles. Par contre, elle augmente 
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faiblement et moins rapidement le flux sanguin et l’activité MSNA : les valeurs mesurées 
étant 2 fois plus faibles par comparaison aux sujets clampés (figure 34). Ces derniers résultats 
suggèrent que l’hormone pourrait recruter le système nerveux pour potentialiser son effet 
vasodilatateur (figure 30). En effet, il faut attendre respectivement environ 45 minutes après 
le début du clamp que l’insulinémie soit à l’état d’équilibre pour que le flux sanguin et le 
MSNA s’élèvent de manière significative (figure 34). Ainsi l’insuline, après équilibre avec le 
plasma, passerait dans un autre compartiment dont celui du système nerveux, pour y exercer 
son activité indirecte sur les vaisseaux. 
 
En conclusion, l’insuline pourrait, par action directe sur le système nerveux, 
contrôler la vasodilatation musculaire et l’efflux systémique du glucose. Une altération 
de ce mécanisme au cours de l’insulinorésistance au cours du diabète de type II ou au 
cours de l’obésité, pourrait aggraver l’hyperglycémie systémique. 
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Figure-34- Effet de la perfusion intraveineuse d’insuline ou de glucose sur le 
MSNA, le flux sanguin au mollet et l’oxydation du glucose. Sont reportés, en haut, 
l’enregistrement de microneurographie (MSNA), au milieu les variations du flux sanguin musculaire 
au genou et en bas 1-carrés noirs : les variations de l’insulinémie et 2- carrés blancs: l’oxydation du 
glucose. Muscle sympathetic nerve activity : activité nerveuse sympathique musculaire ; calf blood 
flow: flux sanguin au genou; insulinemia : insulinémie; carbohydrate oxydation : oxydation des 
carbohydrates Figure extraite de la référence (234). 
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Figure -35 – Schéma général résumant les actions de l’insuline sur les vaisseaux 
et le système nerveux. SNS : système nerveux sympathique ; Ins : insuline ; ET-1 : endothéline-1 ; 
glucose uptake : capture du glucose ; blood flow : flux sanguin. Figure extraite de la référence (143). 
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OBJECTIFS DE L’ETUDE 
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Lors d’un repas, l’insuline et le GLP-1 sont sécrétées. Ces hormones possèdent des 
effets métaboliques et vasculaires : les effets vasculaires pourraient contrôler les effets 
métaboliques. Pour exercer ces actions, les hormones se lient à des récepteurs exprimés en 
périphérie et dans le cerveau. Ainsi, il existe une dualité d’action dont l’importance respective 
pour le maintient de l’homéostasie énergétique n’est pas identifiée. En conséquent, le rôle de 
ces hormones et leur mécanisme d’action sur ces fonctions au cours du diabète reste à 
déterminer. 
 
L’insuline perfusée par voie systémique induit une vasodilatation des vaisseaux des 
muscles squelettiques chez l’Homme (198-200) et de la patte arrière des rats (252-253). Ce 
mécanisme potentialise l’efflux systémique du glucose (200). Il est contrôlé par le NO (200). 
Ce gaz est synthétisé par les NOS (NO Synthases) dont la nNOS et la eNOS, deux isoformes 
constitutives exprimées respectivement dans les muscles (158) et l’endothélium des vaisseaux 
(190, 249) mais, aussi dans le cerveau (161). Le NO a aussi la propriété intrinsèque de 
stimuler la capture du glucose par les muscles (165, 169). L’insuline perfusée par voie 
intraveineuse chez l’Homme (230) ou dans le ventricule latéral des rats (244) active le 
système nerveux sympathique. L’injection cérébrale d’insuline chez la souris active la capture 
du glucose périphérique par les muscles squelettiques (229). Ces deux effets, nerveux (209) et 
métaboliques (251), sont prévenus chez le rat par l’injection systémique d’un inhibiteur non 
spécifique de NOS, le L-NMMA. Ces observations soulèvent l’hypothèse du rôle joué par les 
NOS cérébrales dans la régulation de la glycémie et le contrôle de la vasodilatation 
périphérique en tant qu’acteurs moléculaires des effets centraux de l’insuline. Cependant à ce 
jour aucune étude n’a étudié les effets hémodynamiques vasculaires périphériques en 
réponse à l’administration cérébrale d’insuline. 
 
Notre premier objectif principal est d’étudier les effets centraux de l’insuline sur la 
vasodilatation périphérique chez la souris saine; d’analyser les mécanismes moléculaires par 
lesquels l’insuline administrée par voie cérébrale pourrait contrôler la fonction vasculaire 
périphérique; et enfin d’étudier l’impact du diabète de type II sur les réponses 
hémodynamiques vasculaires en réponse à l’action de l’insuline cérébrale. Il nous a paru donc 
essentiel d’étudier les effets métaboliques (tels que l’utilisation du glucose) parallèlement aux 
actions vasculaires en réponse à l’insuline. Notre objectif était aussi de replacer ces deux 
fonctions (vasculaire et métabolique) au cours du diabète. 
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Les objectifs spécifiques sont énumérés ci-dessous et détaillés par la suite :  
 
Î mesurer chez la souris éveillée et soumise à un régime alimentaire normal, l’action 
de l’insuline cérébrale sur le flux vasculaire de l’artère fémorale, 
Î déterminer le rôle de l’oxyde nitrique ou NO, comme médiateur des effets 
systémiques et cérébraux de l’insuline, 
Î déterminer l’impact d’un régime riche en gras diabétogène (High fat diet, HFD) sur 
le flux artériel fémoral lors de la perfusion cérébrale d’insuline. 
 
Le premier objectif spécifique de notre étude est d’étudier les réponses 
hémodynamiques à l’action de l’insuline perfusée dans le cerveau chez la souris saine. Cette 
étude est réalisée chez la souris éveillée recevant une perfusion lente d’insuline dans le 
ventricule latéral à une concentration qui ne modifie pas les concentrations sanguines 
périphériques d’insuline et qui a des effets sur le métabolisme du glucose décrits dans une 
précédente étude réalisée dans notre laboratoire (229).  
 
Le deuxième objectif spécifique est de rechercher une cible moléculaire potentielle 
d’action de l’hormone. L’insuline est un puissant activateur de l’isoforme eNOS, enzyme 
exprimée constitutivement au niveau de l’endothélium. Cette isoforme est impliquée dans les 
réponses métaboliques et cardiovasculaires en réponse à l’action de l’insuline administrée par 
voie périphérique ou centrale aussi bien chez l’Homme que le rongeur. Au moment de 
l’étude, nous n’avons pas trouvé de données sur les effets centraux de l’insuline sur le 
contrôle de ces paramètres par action sur la nNOS, isoforme d’expression neuronale. Nous 
avons par conséquent choisi d’étudier les effets centraux d’un inhibiteur non spécifique (L-
NMMA) de NOS et d’un donneur de NO à libération lente en réponse à l’action de l’insuline 
co-administrée par voie centrale chez la souris saine. Les résultats ont été comparés et 
confortés par ceux obtenus sur le modèle transgénique dénué d’expression de eNOS dit eNOS 
double KO (eNOS-/-). 
 
Le troisième objectif spécifique est d’étudier les réponses hémodynamiques 
vasculaires en réponse à l’insuline administrée par voie centrale chez la souris ayant 
développé un diabète de type II sous l’action d’une nourriture riche en gras diabétogène (High 
Fat Diet) (152). Des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire sur le tissu 
musculaire squelettique ou hypothalamique suggèrent que les souris diabétiques au stade 
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nourri présentent un défaut d’expression de eNOS en périphérie et dans le cerveau; nous 
avons par conséquent étudié les effets hémodynamiques chez ces souris en réponse à l’action 
de l’insuline seule perfusée par voie centrale. Nous avons aussi mesuré la pertinence 
physiologique de nos résultats, en étudiant les réponses cardiovasculaires chez ces souris en 
réponse à la perfusion cérébrale d’un donneur de NO par voie intracérébroventriculaire. 
 
Le quatrième objectif spécifique est d’expliquer le défaut d’activation 
hypothalamique de la eNOS chez les souris diabétiques au stade nourri ; et d’étudier 
l’activation de cette isoenzyme dans ce même tissu en réponse à la perfusion intraveineuse 
d’insuline au cours d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique chez la souris saine. 
 
Le cinquième objectif spécifique a été d’étudier indirectement à l’aide d’inhibiteurs 
pharmacologiques l’implication du système nerveux autonome dans le contrôle des effets 
cardiovasculaires de l’insuline perfusée par voie cérébrale chez la souris saine.  
 
ÎL’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’un premier article récemment publié dans 
la revue Diabetes.  
 
Le GLP-1 est une incrétine qui agit en présence de concentrations élevées en glucose 
(15-20mM) pour potentialiser les actions hypoglycémiantes de l’insuline ; il possède des 
effets centraux métaboliques et hémodynamiques (80-81, 136-137) bien décrits dans la 
littérature chez le rongeur. De précédents résultats métaboliques obtenus dans notre 
laboratoire montrent que le GLP-1 cérébral diminue la sensibilité périphérique des tissus à 
l’action de l’insuline systémique (insulinorésistance musculaire) (74). Cependant à ce jour 
aucune étude n’a fait de lien entre les réponses hémodynamiques vasculaires contrôlées 
par le GLP-1 cérébral et la sensibilité périphérique des tissus à l’action de l’insuline 
systémique. 
 
Notre deuxième objectif principal est d’étudier les effets vasculaires du GLP-1 
cérébral au cours d’une situation d’eugly- et d’hyperglycémie ; d’analyser les mécanismes 
moléculaires par lequel le GLP-1 cérébral pourrait contrôler la fonction vasculaire et 
métabolique périphérique ; et enfin de corréler les effets vasculaires observés à la sensibilité 
des tissus périphériques à l’action de l’insuline systémique. 
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Par conséquent, les objectifs spécifiques sont énumérés ci-dessous : 
 
Î mesurer chez la souris éveillée et soumise à un régime alimentaire normal, l’action 
du GLP-1 cérébral sur le flux vasculaire de l’artère fémorale au cours des clamps eugly-et 
hyperglycémiques ; 
 
Î déterminer le rôle de l’hyperglycémie et du récepteur au GLP-1 dans le contrôle 
des effets vasculaires périphérique en réponse à l’action du GLP-1 cérébral ; 
 
Î étudier le rôle de l’oxyde nitrique (NO) et des espèces réactives de l’oxygène 
comme médiateurs moléculaires des effets cérébraux du GLP-1 au cours d’un clamp 
hyperglycémique ;  
 
Î étudier aussi le rôle de la protéine kinase C (PKC) dans l’hypothalamus comme 
régulateur endogène des effets hémodynamiques et métaboliques en réponse à l’action du 
GLP-1 cérébral ; déterminer aussi son impact sur les réponses vasculaires et métaboliques au 
cours du diabète ; 
 
Î faire des études de corrélation entre les réponses vasculaires observées et la 
sensibilité des tissus périphériques à l’action de l’insuline (GIR, mg/kg.min) en réponse à 
l’action du GLP-1 cérébral (exendine-4), de son antagoniste (exendine-9) ou en l’absence de 
l’expression du récepteur au GLP-1 (souris GLP-1 récepteur double KO) au cours des clamps 
hyperglycémiques. 
 
Le premier objectif spécifique est donc d’étudier les effets hémodynamiques 
vasculaires du GLP-1 cérébral (exendine-4) au cours d’un clamp hyperglycémique et 
hyperinsulinémique chez la souris saine et éveillée. De précédentes études réalisées dans notre 
laboratoire ont montré que le GLP-1 cérébral contrôle les fonctions métaboliques (capture et 
utilisation périphérique du glucose) qu’en condition d’hyperglycémie (74). Nous avons aussi 
étudié les effets du GLP-1 cérébral en condition d’euglycémie de manière à valider nos 
hypothèses. 
 
Le second objectif spécifique est de montrer que les effets vasoconstricteurs du GLP-
1 sur l’artère fémorale sont dépendants à la fois du glucose et de son récepteur. Nous avons 
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étudié les réponses vasodilatatrices de l’artère fémorale au cours des clamps 
hyperglycémiques chez les souris saine perfusées avec l’antagoniste du récepteur au GLP-1 
(exendine-9) par voie cérébrale ainsi que chez les souris transgéniques GLP-1 récepteur 
double KO perfusées avec le véhicule. L’intensité de ces réponses vasculaires est corrélée à 
l’insulinosensibilité périphérique (GIR, mg/kg.min).  
 
Le troisième objectif spécifique est de rechercher un ou plusieurs médiateurs des 
effets centraux du GLP-1 dans des conditions d’hyperglycémie. Selon nos précédents 
résultats, l’insuline perfusée par voie centrale induit une vasodilatation périphérique par 
action sur le eNOS endothélial ; l’insuline systémique est capable d’activer cette isoforme au 
cours de clamps hyperinsulinémiques et euglycémique ; de plus l’hyperglycémie en soi 
diminue les effets vasodilatateurs de l’insuline perfusée au cours des clamps 
hyperglycémiques (254). Par conséquent nous avons pensé que l’hyperglycémie en soi via la 
production d’espèces réactive de l’oxygène (ROS) neutralise la libération de NO (255) 
hypothalamique en réponse l’action de l’insuline. Nous avons aussi pensé que le GLP-1 
potentialise cet effet du glucose car il n’agit qu’en conditions hyperglycémiantes. Nous avons 
donc étudié la production de ROS au sein de l’hypothalamus au cours des différents clamps 
hyperinsulinémiques eugly- et hyperglycémiques et étudié les effets centraux d’une 
complémentation en peroxyde d’hydrogène associé au GLP-1 sur les réponses 
hémodynamiques vasculaires. Nous avons aussi étudié les effets du GLP-1 central sur 
l’activité NOS hypothalamique dans des conditions hyperglycémiantes.  
 
Î Le quatrième objectif est d’identifier dans l’hypothalamus de souris un régulateur 
clef de l’activité eNOS activé par le GLP-1 et sensible à la concentration en glucose dans le 
milieu ambiant. Ce régulateur pourrait être la protéine kinase C. En effet, le GLP-1 active 
cette enzyme dans les îlots β du pancréas (63). L’enzyme est aussi activée par des 
concentrations élevées en glucose (~20mM) (118) et régule l’expression et l’activation de la 
eNOS sur des cellules endothéliales en culture en réponse à l’action de l’insuline (192). Au 
cours du diabète de type II ou des états d’hyperglycémies chroniques, la protéine kinase C est 
activée dans les vaisseaux chez le rat, et inhibe dans ces conditions, l’activation de la eNOS 
en réponse à l’action systémique de l’insuline (197). De précédents travaux réalisés dans notre 
laboratoire chez la souris ayant développé un diabète en réponse à une alimentation riche en 
gras diabétogène ou HFD suggèrent que ces souris ont physiologiquement trop de GLP-1 
dans le cerveau (article en révision) ; ce GLP-1 en excès pourrait être à l’origine des effets 
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délétères observés sur le métabolisme glucidique et les fonctions vasculaires. En effet, chez 
ces souris la perfusion cérébrale d’exendine-9 améliore la sensibilité des tissus périphériques 
à l’action systémique de l’insuline pour la capture et l’utilisation du glucose ainsi que la 
vasodilatation artérielle fémorale (voir résultats). Au cours du diabète, l’inhibition de 
l’activité de la protéine kinase C par l’exendine-9 pourrait s’accompagner d’une amélioration 
des effets métaboliques observés ; effet qui pourrait être contrôlé en partie par une 
amélioration de la réponse vasculaire dans les muscles squelettiques en réponse à l’action de 
l’insuline systémique. 
 
ÎLe cinquième objectif est d’étudier l’impact des mécanismes nerveux dans le 
contrôle des réponses hémodynamiques en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-4 chez 
la souris saine. Le GLP-1 perfusé dans le ventricule latéral des rats stimule l’activité nerveuse 
du vague (136, 138); ses effets sur les nerfs sympathiques n’ont pas été rapportés à ce jour. 
Par conséquent, dans un premier temps, nous avons choisi de mesurer l’activité du nerf vague 
chez la souris anesthésiée à l’isoflurane.  
 
Î Les résultats sur le GLP-1 ont fait l’objet d’un deuxième article soumis à la revue 
Diabetes et qui est actuellement en révision. 
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L’arrivée du bol alimentaire dans l’intestin libère des hormones dans le tube digestif, 
le cerveau et le sang. Ces médiateurs vont agir sur le tonus vasculaire périphérique et être à 
l’origine des redistributions de sang entre l’intestin et les muscles squelettiques pour favoriser 
l’absorption des nutriments et préparer au stockage. Nous nous intéressons aux effets de deux 
régulateurs clefs, l’insuline et le GLP-1, dans le contrôle de la vasomotricité de l’artère 
fémorale alimentant les muscles squelettiques en nutriments. Nous cherchons à comprendre le 
comportement de ces hormones dans des conditions physiologiques (euglycémie) et au cours 
des situations d’hyperinsulinisme et d’hyperglycémie chronique comme observé dans le 
diabète de type II.  
 
A- Effet de l’insuline chez la souris saine 
 
A-1- Effet de l’insuline systémique au cours d’un clamp euglycémique  
 
Nous avons dans un premier temps étudié les effets systémiques de l’insuline dans des 
conditions d’euglycémie et d’hyperinsulinisme. 
 
Les effets de l’insuline sont mesurés au cours d’un clamp euglycémique à une 
concentration systémique supraphysiologique (18mU/kg.min) de l’hormone (voir matériel et 
méthode). Cette concentration permet de mesurer la sensibilité des tissus périphériques à 
l’action de l’insuline pour la capture et l’utilisation du glucose. Cette sensibilité est 
déterminée par le calcul du GIR, en mg/kg.min, à la troisième heure du clamp. Les 
résultats sont reportés sur la figure-1. Les trente premières minutes (t=-30 à t=0) 
correspondent à la mesure des valeurs de base. Le clamp démarre au temps t=0 et dure 
trois heures (ou 180 minutes). 
 
 Nos résultats montrent que l’insuline systémique au cours d’un clamp euglycémique 
hyperinsulinémique augmente le flux sanguin artériel fémoral chez la souris saine et éveillée 
d’~ 45% au cours de la première heure du clamp (fig-1, A). Cet effet est accompagné d’une 
tachycardie d’~30% qui se maintient pendant toute la durée du clamp (fig-1, B). La sensibilité 
à l’insuline (ou utilisation du glucose), définie par le débit de glucose perfusé (GIR) corrèle 
peu avec la vasodilatation observée au cours de la première heure peut être en rapport avec le 
nombre insuffisant de souris dans ce groupe (fig-1, C). Dans le groupe contrôle, on observe 
une petite augmentation du flux artériel fémoral d’~15-20% à la fin de la première heure de 
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perfusion de NaCl0,9% (fig-1, A) ; cet effet est probablement du à un effet de perfusion 
(volume). Le rythme cardiaque n’est pas modifié par l’effet de perfusion (fig-1, B). 
     
  
GIR moyen (utilisation du glucose) : 83,6 ± 2,9 (SEM) mg/kg.min 
 
Figure-1-L’insuline systémique augmente le flux sanguin et le rythme cardiaque des 
souris saines clampées en euglycémie. Variations en % par rapport à la valeur de base du flux 
artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion intraveineuse d’insuline et de 
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glucose (glucose 16,5%) ou de véhicule (NaCl 0,9%). Les données présentées sont des valeurs 
moyennes ± SEM ; n=6-7 souris par groupe. Le traitement a un effet statistiquement significatif au 
cours du temps dans le groupe insuline par comparaison au groupe contrôle, NaCl 0,9 % (P<0.05). En 
C, étude de corrélation entre le GIR (mg/kg.min) et la variation moyenne maximale du flux artériel 
calculé à la première heure du clamp euglycémique pour chaque souris. 
 
  Conclusion du chapitre 
 
L’insuline systémique augmente le flux sanguin dans l’artère fémorale de la 
souris saine clampée en conditions d’euglycémie. Cet effet pourrait être contrôlé par une 
libération de NO endothélial. Il est bref et, est associé à une tachycardie.  
 
A-2-Effet de l’insuline cérébrale 
 
A l’issu d’un repas, l’insuline sécrétée, circule dans le sang et accède aux régions du 
cerveau qui sont les moins protégées par la barrière hématoencéphalique (236-238). 
L’hormone peut, par passage au niveau de l’éminence médiane, atteindre les noyaux gris 
hypothalamiques. Nous avons étudié les effets d’une perfusion cérébrale d’insuline sur les 
réponses hémodynamiques. 
 
A-2-1- Effet vasculaire de l’insuline perfusée dans le ventricule latéral de la souris 
saine 
 
L’insuline perfusée dans le ventricule latéral atteint le troisième ventricule entouré des 
noyaux hypothalamiques et le quatrième ventricule où siègent autour les noyaux du tronc 
cérébral.  
Les résultats sont reportés sur la figure-2. Les trente premières minutes (t=-30 à 
t=0) correspondent à la mesure des valeurs de base. La perfusion cérébrale démarre au 
temps t=0 et dure trois heures (ou 180 minutes). Pour la première fois, on observe une 
augmentation du flux sanguin après une heure de perfusion d’insuline dans le cerveau. Cet 
effet atteint un maximum d’~50-60% à la 2° heure de perfusion (fig-2, A). Il est précédé 
d’une augmentation rapide du rythme cardiaque d’~30 % qui démarre au début de la 
perfusion cérébrale d’insuline (fig-2-B). Cette augmentation se maintient jusqu’à la fin de la 
perfusion cérébrale d’insuline.  
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Figure-2-L’insuline cérébrale augmente le flux sanguin et le rythme cardiaque des 
souris saines. Variations en % par rapport à la valeur de base du flux artériel fémoral (A) et du 
rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion cérébrale d’insuline ou de véhicule (aCSF). Les 
données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=6 souris par groupe. Le traitement a un effet 
statistiquement significatif au cours du temps dans le groupe insuline par comparaison au groupe 
contrôle, aCSF (P<0.05). 
 
Afin d’expliquer, l’augmentation du rythme cardiaque en réponse à l’action cérébrale 
de l’insuline, la pression artérielle est mesurée chez ces souris dans les mêmes conditions 
expérimentales. Les enregistrements sont effectués en Suisse à Lausanne, dans le 
laboratoire du Professeur Urs Scherrer. Ils montrent que l’insuline perfusée par voie 
cérébrale diminue rapidement la pression artérielle des animaux par comparaison au groupe 
recevant le véhicule ou aCSF (figure-3). De plus, comme l’insuline cérébrale a des effets 
sympathicoexcitateurs chez le rongeur (244-245), nous avons étudié les effets d’une injection 
intraveineuse aiguë de propranolol sur le rythme cardiaque en réponse à la perfusion cérébrale 
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d’insuline (256) (figure-4) (voir matériel et méthode). Le propranolol est injecté en aiguë, par 
voie intraveineuse, 30 minutes après le début de la perfusion cérébrale d’insuline chez la 
souris saine. Nos résultats montrent que le propranolol prévient l’augmentation du rythme 
cardiaque en réponse à l’action de l’insuline cérébrale (fig-4, B). La méthylatropine, un 
antagoniste des récepteurs muscariniques périphériques, n’a pas d’effet sur la tachycardie 
(données non montrées). Le propranolol abolit aussi la vasodilatation en réponse à l’action de 
l’insuline cérébrale (fig-4, A). L’injection de methylatropine, ne prévient pas la vasodilatation 
(données non montrées).  
Comme la réponse vasomotrice varie selon les lits vasculaires considérés et les 
espèces en réponse aux médiateurs libérés par le système nerveux autonome (257), nous 
avons étudié le comportement de l’artère fémorale de souris en réponse à l’injection 
systémique du propranolol ou de la méthylatropine chez la souris saine à l’état basal (figure-
5). Nos résultats montrent que la méthylatropine augmente le flux sanguin de base : ce résultat 
suggère que l’acétylcholine a un effet vasoconstricteur sur le tonus de l’artère fémorale. A 
l’opposé, le propranolol a un effet vasoconstricteur : cette observation suggère que les 
catécholamines ont un effet vasodilatateur sur l’artère (fig -5, A).  
 
        
Figure-3-L’insuline cérébrale diminue la pression artérielle des souris saines. Variations 
en % par rapport à la valeur de base de la pression artérielle en réponse à la perfusion cérébrale 
d’insuline ou de véhicule (aCSF). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=8 
souris par groupe. Le traitement a un effet statistiquement significatif au cours du temps dans le 
groupe insuline par comparaison au groupe contrôle, aCSF (P<0.05). 
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Figure-4-L’injection intraveineuse de propranolol diminue la tachycardie et le flux 
artériel fémoral en réponse à l’action cérébrale de l’insuline chez la souris saine. 
Variations en % par rapport à la valeur de base du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) 
en réponse à la perfusion cérébrale d’insuline. Le propranolol est injecté dans la veine jugulaire droite 
30 minutes après le début de la perfusion cérébrale d’insuline (flèche). Les données présentées sont 
des valeurs moyennes ± SEM ; n=4 souris dans le groupe recevant le propranolol. Les deux groupes de 
souris se comportent différemment selon le traitement (P<0.05). 
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Figure-5-Effet d’une injection intraveineuse de propranolol ou de méthylatropine sur le 
flux artériel fémoral et le rythme cardiaque chez la souris saine. Variations en % par rapport 
à la valeur de base du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à l’injection 
intraveineuse de propranolol ou de méthylatropine. Les données présentées sont des valeurs moyennes 
± SEM ; n=5 souris dans le groupe propranolol et n=6 souris dans le groupe méthylatropine. Les deux 
groupes de souris se comportent différemment selon le traitement (P<0.05). 
 
Conclusion du chapitre  
 
L’insuline perfusée dans le ventricule latéral des souris éveillées a une action 
vasodilatatrice sur le tonus artériel fémoral. Cet effet est un mécanisme lent et peut être 
conséquent à la mise en jeu d’un baroreflexe. Il pourrait mettre en jeu une libération de 
NO dans le cerveau en réponse à l’action de l’insuline. 
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A-2-2- Etude des mécanismes moléculaires : rôle de la eNOS cérébrale 
 
A-2-2-1-Activation de la eNOS hypothalamique par l’insuline systémique 
 
Nous avons analysé par la suite la pertinence physiologique de nos résultats obtenus 
sur l’insuline perfusée par voie intracérébroventriculaire par comparaison à la voie 
intraveineuse. Est-ce que l’insuline administrée par voie intraveineuse est capable de stimuler 
la eNOS hypothalamique et produire des effets cardiovasculaires semblables à ceux observés 
avec l’insuline administrée par voie cérébrale ?. Pour répondre à cette question, nous avons 
perfusé de l’insuline au cours d’un clamp euglycémique avec des concentrations d’insuline 
dites physiologiques (4mU/kg.min) ou supraphysiologiques (18mU/kg.min). A la fin de la 
troisième heure du clamp, les hypothalami sont prélevés et l’état d’activation de la eNOS 
hypothalamique est étudié par western blot. Les résultats présentés sur la figure-6 montrent 
que l’insuline administrée par voie intraveineuse à une concentration dite supraphysiologique 
active la eNOS dans l’hypothalamus par comparaison au groupe contrôle perfusé avec du 
NaCl0,9%. Nous n’avons pas observé d’activation de la eNOS au cours d’un clamp 
euglycémique avec de l’insuline perfusée à une concentration de 4mU/kg.min par 
comparaison au groupe contrôle (données non montrées). 
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Figure-6-L’hyperinsulinémie systémique stimule la phosphorylation de la eNOS 
hypothalamique des souris saines. En haut, un western blot représentatif de l’expression de 
l’isoforme eNOS forme totale et forme phosphorylée (sérine 1177) dans le tissu hypothalamique des 
souris nourries au régime standard (NC, Normal Chow) à la fin de la troisième heure du clamp. En bas 
la quantification en % en affectant arbitrairement à la valeur moyenne calculée dans le groupe contrôle 
(NaCl0,9%), la valeur 100%. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=4 dans 
chaque groupe * statistiquement significatif par rapport au groupe contrôle, P<0,05. 
 
Conclusion du chapitre 
 
La eNOS hypothalamique pourrait être une cible d’action de l’insuline 
systémique et participer indirectement au contrôle des effets vasculaires et métaboliques 
de l’hormone en mobilisant des mécanismes nerveux. 
 
A-2-2-2-Etude des effets vasculaires de l’insuline chez la souris eNOS-/- 
 
De manière à conforter l’implication de la eNOS et plus particulièrement le NO dans 
les effets cardiovasculaires périphériques observés en réponse à l’action de l’insuline, nous 
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avons, dans un premier temps, étudié les effets de l’insuline chez les souris eNOS-/-. En effet 
des études précédentes ont montré que ces souris sont hypertendues (208) et 
insulinorésistantes (205-206). Elles constituent alors un bon modèle pour étudier les effets de 
l’hyperinsulinémisme en rapport à une dysfonction endothéliale comme observés au cours du 
diabète de type II. 
 
Les souris eNOS-/- ont été générées par reproduction de couples eNOS-/- dans notre 
animalerie. Elles possèdent donc le même fond génétique que les souris saines précédemment 
expérimentées.  
 
a- Effet de l’insuline systémique au cours d’un clamp euglycémique  
 
Nous avons mesuré les effets vasodilatateurs de l’insuline au cours d’un clamp 
euglycémique à une concentration systémique supraphysiologique (18mU/kg.min) de 
l’hormone chez la souris eNOS-/- . Les résultats sont reportés sur la figure-7 et montrent que 
l’insuline systémique n’augmente pas le flux sanguin artériel fémoral chez la souris éveillée 
au cours de la première heure du clamp (fig-7, A). Il n’existe pas non plus de tachycardie 
pendant toute la durée du clamp (fig-7, B). Ces souris ce comportent comme des souris 
contrôle recevant une perfusion de NaCl0,9% (fig-1-A). 
 
 
 
 
- 90 -
 
Figure-7- L’insuline systémique n’augmente pas le flux sanguin et le rythme cardiaque 
des souris eNOS-/- clampées en euglycémie. Variations en % par rapport à la valeur de base du 
flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion intraveineuse d’insuline 
et de glucose (glucose 16,5%). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=7 souris 
dans le groupe NC, eNOS+/+ versus n=6 souris dans le groupe eNOS-/-. Les deux groupes sont 
statistiquement différents (P<0.05).  
 
Conclusion du chapitre 
 
L’insuline systémique n’induit pas de vasodilatation chez la souris eNOS-/-, ni de 
tachycardie. Les effets vasodilatateurs observés en réponse à l’action de l’insuline 
systémique chez la souris saine de phénotype normal sont bien contrôlés par une 
libération de NO endothélial. 
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b-Effet de l’insuline perfusée dans le ventricule latéral du cerveau des 
souris  
 
Par la suite, les souris eNOS-/- ont reçu une perfusion cérébrale d’insuline. Les 
réponses cardiovasculaires sont représentées sur la figure-8 et montrent que le flux sanguin 
diminue d’~ -20% à partir de la 1° heure de perfusion cérébrale Cette diminution se maintient 
jusqu’à la fin de l’expérimentation (fig-8, A). Ces souris n’ont pas de réponse cardiaque à 
l’action cérébrale de l’insuline (fig-8, B). 
 
 
Figure-8-L’insuline cérébrale diminue le flux artériel fémoral et ne modifie pas le 
rythme cardiaque des souris eNOS-/-. Variations en % par rapport à la valeur de base du flux 
artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion cérébrale d’insuline. Les 
données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=6 souris dans le groupe NC (Normal Chow 
diet, eNOS+/+) versus le groupe eNOS-/-. Les deux groupes sont statistiquement différents (P<0.05). 
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Conclusion du chapitre 
 L’insuline perfusée par voie cérébrale chez la souris eNOS-/- a un effet 
vasoconstricteur sur l’artère fémorale.  
 
c-Effet de la perfusion cérébrale de L-NMMA  
 
Pour valider l’implication de la eNOS cérébrale dans les effets cardiovasculaires 
observés en réponse à l’action cérébrale de l’insuline, nous avons perfusé du L-NMMA en 
association à l’insuline par voie intracérébroventriculaire chez les souris saines nourries avec 
un régime normal ou NC (Normal Chow diet). L’inhibiteur est perfusé seul durant 30min puis 
est associé à l’insuline à l’instant t=0. La concentration perfusée par voie intracérébrale est 
estimée à partir d’une expérience préliminaire décrite chez le rat (251). Les résultats sont 
représentés dans la figure-9 (A et B) et montrent que les souris saines, dont l’activité NOS 
totale cérébrale est bloquée, présentent le même phénotype cardiovasculaire que les eNOS-/- 
en réponse à l’action de l’insuline cérébrale. 
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Figure-9- La co-perfusion cérébrale de L-NMMA + insuline diminue le flux artériel 
fémoral et ne modifie pas le rythme cardiaque des souris saines. Variations en % par rapport 
à la valeur de base du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion 
cérébrale de molécules (insuline ou insuline+LNMMA selon le groupe). Les données présentées sont 
des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le groupe NC (Normal Chow, eNOS+/+) et n=6 dans 
le groupe eNOS-/-. Les deux groupes ne sont pas statistiquement différents (P>0.05). 
 
Conclusion du chapitre 
 
La perfusion cérébrale de l’inhibiteur de NOS en association à l’insuline chez la 
souris saine de phénotype normal mime les effets cardiovasculaires de l’insuline chez les 
souris eNOS-/- 
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d-Effet de la perfusion dans le ventricule latéral d’un donneur de NO : le 
SIN-1 
 
Afin d’établir le rôle du NO en tant qu’acteur moléculaire des effets cérébraux de 
l’insuline, nous avons étudié les effets cardiovasculaires en réponse à la complémentation 
cérébrale en NO chez les souris eNOS-/-. Nous avons choisi un donneur de NO à libération 
lente (SIN-1)(258-260) de manière à observer les effets du NO selon une cinétique de 
libération lente reproduisant les effets tardifs de l’insuline. L’intérêt pour ce produit vient 
aussi du fait qu’il existe du recul concernant l’emploi de ce produit dans la littérature et 
notamment in vivo chez le rongeur. De plus, le SIN-1 induit une tachycardie lorsqu’il est 
administré par voie intracérébroventriculaire chez le rat (259-260). Nous avons donc estimé la 
concentration de ce produit à perfuser dans le cerveau de souris à partir d’études préliminaires 
réalisées chez le rat (259). 
 
Chez les souris eNOS-/- la perfusion intracérébroventriculaire de SIN-1 en association 
à l’insuline augmente le flux sanguin artériel fémoral ainsi que le rythme cardiaque des 
animaux (figure-10, A et B). Les variations observées sont similaires à celles engendrées par 
l’insuline perfusée chez les souris saines et alimentées avec un régime standard ou Normal 
Chow diet (NC). Des résultats similaires sont observés dans ces deux groupes de souris en 
réponse à la perfusion cérébrale de SIN-1 seul (données non montrées).  
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Figure-10- La co-perfusion cérébrale de SIN-1 + insuline augmente le flux artériel 
fémoral et le rythme cardiaque des souris eNOS-/-. Variations en % par rapport à la valeur de 
base du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion cérébrale de 
molécules. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le groupe 
eNOS-/- versus n=6 souris dans le groupe NC (Normal Chow diet, eNOS+/+). Les deux groupes ne 
sont pas statistiquement différents (P>0.05). 
 
Conclusion du chapitre 
 
Le NO cérébral est impliqué dans les effets cardiovasculaires observés chez les 
souris saines de phénotype normal en réponse à l’action de l’insuline cérébrale. Au cours 
du diabète et des états d’insulinorésistance où il existe une dysfonction endothéliale, 
l’hyperinsulinisme systémique provoquerait une vasoconstriction par activation de voies 
antagonistes aux actions du NO. 
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B- Action du diabète 
 
Nous savons que les souris nourries au HFD deviennent insulinorésistantes et 
développent une dysfonction endothéliale ainsi qu’une hypertension artérielle (208) en 
rapport avec l’état diabétique. Nous avons donc étudié le comportement de ces souris en 
réponse à une perfusion intraveineuse et cérébrale d’insuline. 
 
Les effets de l’insuline sont étudiés chez des souris ayant développé un diabète en 
réponse à un régime riche en gras diabétogène (HFD) (152). Le régime HFD est instauré à 
partir de la 4° semaine de vie et pendant au moins 2 mois. Au bout du deuxième mois de 
régime gras, un test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale est effectué de manière à 
identifier les animaux diabétiques (donnée non montrée). Ces souris sont opérées et 
expérimentées dans les mêmes conditions que les souris saines.  
 
B-1- Clamp euglycémique hyperinsulinémique  
 
L’insuline systémique n’augmente pas le flux sanguin artériel fémoral chez la souris 
diabétique éveillée au cours de la première heure du clamp (fig-11, A) : ces souris ce 
comportent comme des souris témoins recevant une perfusion de NaCl 0,9% (fig-1-A). Il 
n’existe pas de tachycardie (fig-11, B) ; par contre une bradycardie s’instaure à la fin de la 
première heure du clamp et se maintient jusqu’à la fin de l’expérimentation. Le GIR (ou 
utilisation du glucose) de chaque souris corrèle négativement avec la variation en % du flux 
artériel sanguin observée au cours de la première heure (fig-11, C). Le GIR moyen calculé 
dans le groupe HFD est inférieur à celui du groupe NC et il existe peu de différence 
statistique entre ces deux groupes en raison du nombre insuffisant de souris diabétiques 
expérimentées (fig-11, D). 
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Figure-11- L’insuline systémique n’augmente pas le flux sanguin et le rythme cardiaque 
des souris diabétiques nourries au régime gras. Variations en % par rapport à la valeur de base 
du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion intraveineuse 
d’insuline et de glucose (glucose 16,5%). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; 
n=4 souris dans le groupe HFD (High Fat Diet) et n=7 souris dans le groupe NC (Normal Chow diet, 
eNOS+/+). Les deux groupes sont statistiquement différents (P<0.05). En C, étude de corrélation entre 
le GIR (mg/kg.min) et la variation moyenne maximale du flux artériel calculé à la première heure du 
clamp pour chaque souris. En D, variation moyenne du GIR (mg/kg.min) ou utilisation du glucose 
calculé dans chaque groupe. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=4 souris 
dans le groupe HFD versus n=7 souris dans le groupe NC. 
 
 Conclusion du chapitre 
 
 
 Au cours du diabète, les effets vasculaires systémiques de l’insuline sont altérés et 
pourraient être liés à une dysfonction endothéliale probablement en rapport avec un 
défaut de libération de NO par l’endothélium en réponse à l’action de l’insuline. 
 
 
B-2-Effet de l’insuline cérébrale 
 
Par la suite, nous avons étudié les effets hémodynamiques de l’insuline cérébrale. 
 
B-2-1- Effet vasculaire de l’insuline perfusée dans le ventricule latéral de la souris 
diabétique 
 
Le flux sanguin artériel n’est pas modifié en réponse à l’action cérébrale de l’insuline 
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chez les souris diabétiques par comparaison au groupe de souris saines alimentées avec un 
régime standard (ou NC, Normal Chow), fig-12, A. Il n’existe pas non plus de modification 
du rythme cardiaque, fig-12, B. 
 
Figure-12- Le diabète altère les effets centraux de l’insuline cérébrale sur le flux sanguin 
artériel fémoral et le rythme cardiaque. Variations en % par rapport à la valeur de base du flux 
artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion cérébrale d’insuline. Les 
données représentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le groupe HFD (High Fat 
Diet) versus n=6 souris dans le groupe NC (Normal Chow, eNOS+/+). Les deux groupes sont 
statistiquement différents (P<0.05). 
 
Conclusion du chapitre 
 
Au cours du diabète, les effets cérébraux de l’insuline sont altérés. Les souris 
diabétiques ont un phénotype cardiovasculaire intermédiaire entre celui d’une souris 
eNOS-/- et d’une souris saine de phénotype normal. Les effets observés pourraient être 
la conséquence d’une diminution de la production de NO cérébral. 
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B-2-2- Etude des mécanismes moléculaires 
 
a- Rôle de la eNOS cérébrale 
 
L’insuline contrôle la libération de NO endothélial par le biais de son action sur la 
eNOS. Nous avons donc étudié l’expression de cette enzyme et de sa forme active 
phosphorylée, en position 1177 d’un résidu sérine, dans l’hypothalamus des animaux 
diabétiques au stade nourri, groupe HFD (voir matériel et méthode). Ces résultats sont 
comparés à ceux d’une souris saine alimentée avec un régime normal et au stade nourri 
(groupe NC, Normal Chow diet). Nos résultats présentés sur la figure-13 montrent que les 
souris diabétiques ont une diminution d’~ 50% de l’expression de la eNOS et de sa forme 
active dans l’hypothalamus ; cette diminution pourrait expliquer l’altération des effets 
centraux de l’insuline sur les paramètres cardiovasculaires étudiés. 
 
                               
 
Figure-13- Diminution de l’expression de la forme totale et phosphorylée de la eNOS 
dans le tissu hypothalamique des souris diabétiques. En haut, un western blot représentatif de 
l’expression de l’isoforme eNOS forme totale et forme phosphorylée (sérine 1177) dans le tissu 
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hypothalamique chez les souris non à jeun et nourries au régime gras (HFD) ou standard (NC, Normal 
Chow). En bas la quantification en % en affectant arbitrairement à la valeur moyenne calculée dans le 
groupe NC, la valeur 100%. UA : unité arbitraire. Les données présentées sont des valeurs moyennes 
± SEM ; n=4 dans chaque groupe *statistiquement significatif par rapport au groupe NC, P<0,05. 
 
Il existe donc une diminution de l’activation de la eNOS chez les souris diabétiques 
nourries par comparaison aux souris saines (à l’état basal, au stade nourri, sans perfusion 
cérébrale d’insuline). Nous avons voulu expliquer cette diminution en étudiant l’activation 
d’AKT sur le tissu hypothalamique en réponse à une injection cérébrale d’insuline chez ces 
souris placées à jeun (injection type bolus) (voir matériel et méthode). Nos résultats sur la 
figure-14, montrent que chez les souris diabétiques (groupe HFD), il n’existe pas d’activation 
d’AKT en réponse à l’action de l’insuline cérébrale par comparaison aux souris saines 
(groupe NC). Il s’agit donc d’une insulinorésistance cérébrale. 
                            
 
 
 
 
Figure-14- La phosphorylation d’AKT en réponse à l’action cérébrale de l’insuline est 
altérée au cours du diabète. En haut, un western blot représentatif de l’expression d’AKT forme 
totale et forme phosphorylée en position 473 sur un résidu sérine au cours du diabète (HFD) et chez la 
souris saine (NC) 5 minutes après l’injection bolus d’insuline dans le ventricule latéral des souris à 
jeun. En bas la quantification en % du rapport P-AKT / AKT en affectant arbitrairement à la valeur 
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moyenne calculée dans le groupe aCSF, la valeur 100%. Les valeurs présentées sont des moyennes ± 
SEM, n= 5 dans chaque groupe. *statistiquement significatif par comparaison au groupe aCSF, 
P<0,05. 
 
Conclusion du chapitre 
 
La signalisation du récepteur à l’insuline est altérée dans l’hypothalamus des 
souris diabétiques.  
 
b- Effet de la perfusion cérébrale d’un donneur de NO : le SIN-1 
 
Afin de valider, le rôle physiologique du NO cérébral dans le contrôle des effets 
cardiovasculaires en réponse à l’action cérébrale de l’insuline, nous avons perfusé un donneur 
de NO, le SIN-1 dans le ventricule latéral des souris diabétiques. Chez ces souris, la perfusion 
cérébrale de NO augmente le flux artériel fémoral et le rythme cardiaque des animaux. Les 
variations de superposent à celles observées chez les souris saines (groupe NC) recevant 
l’insuline dans le ventricule latéral (figure-15, A et B).  
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Figure-15- La perfusion cérébrale de SIN-1 augmente le flux artériel fémoral et le 
rythme cardiaque des souris eNOS-/-. Variations en % par rapport à la valeur de base du flux 
artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) en réponse à la perfusion cérébrale de molécules. Les 
données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ;  n=5 souris dans le groupe eNOS-/- versus 
n=6 souris dans le groupe NC (Normal Chow diet, eNOS+/+). Les deux groupes ne sont pas 
statistiquement différents (P>0.05). 
 
 
Conclusion du chapitre 
 
La perfusion de NO dans le ventricule latéral des souris diabétiques restaure la 
vasodilatation de l’artère fémorale. Le NO est bien un médiateur clef des effets centraux 
de l’insuline.  
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Central Insulin Regulates Heart Rate and Arterial Blood
Flow
An Endothelial Nitric Oxide Synthase–Dependent
Mechanism Altered During Diabetes
Cendrine Cabou,1,2 Patrice D. Cani,1,3 Ge´rard Campistron,1,2 Claude Knauf,1 Caroline Mathieu,4
Claudio Sartori,4 Jacques Amar,5 Urs Scherrer,4 and Re´my Burcelin1
OBJECTIVE—Central neural insulin regulates glucose ho-
meostasis, but less is known about its cardiovascular effects.
Endothelial nitric oxide synthase (eNOS)-derived nitric oxide
(NO) represents a molecular link between metabolic and cardio-
vascular disease. Its role in the central nervous system remains
to be determined. We studied the effects of central insulin
infusion on femoral arterial blood flow and heart rate in normal
chow–fed, high-fat diet–fed diabetic, and eNOS-null mice.
RESEARCH DESIGN AND METHODS —We recorded heart
rate and femoral blood flow (ultrasonic flow probe) during 3-h
central insulin infusion in conscious, freely moving mice. To
study the role of NO in this setting, we assessed total and
phosphorylated eNOS in the hypothalamus and examined the
effects of brain infusion of NO donors/NOS inhibitors on cardio-
vascular responsiveness to central insulin in these experimental
mouse models.
RESULTS —In normal mice, central insulin rapidly increased
heart rate by 30% and more progressively increased blood flow by
40%. In high-fat diet–fed mice, the cardiovascular effects of
insulin were blunted and associated with a 50% reduction of the
total and phosphorylated eNOS expression in the hypothalamus,
suggesting a causal link. In line with this hypothesis, in eNOS-null
mice and central NG-monomethyl-L-arginine–infused normal mice,
the cardiovascular effects of insulin were abolished, whereas
central NO donor infusion restored these effects in eNOS-null
mice. In high-fat diet–fed mice, central NO donor infusion
mimicked the cardiovascular responses evoked by central insulin
in normal mice.
CONCLUSIONS —Central insulin has cardiovascular effects in
conscious, freely moving mice that are mediated, at least in part,
by central neural eNOS. These effects are impaired in insulin-
resistant high-fat diet–fed mice. Diabetes 56:2872–2877, 2007
There is now compelling evidence supporting theinterplay between metabolic and vascular dis-eases (1,2). One hormonal and molecular regu-latory mechanism common to both diseases is
insulin-regulated nitric oxide (NO) synthase. For example,
in skeletal muscle tissue, the endothelial form of NO
synthase (eNOS) plays an important role in the intrinsic
regulation of insulin-stimulated glucose uptake in vitro
and in the regulation of blood flow and substrate delivery
during hyperinsulinemic clamp studies in vivo (3). In line
with this concept, we and others have shown that in mice,
the ablation of the eNOS gene leads to hypertension and
insulin resistance (3–6) and that insulin-regulated eNOS
expression is an important feature of diabetes (5,6).
In addition to these peripheral actions, insulin is also a
strong activator of the sympathetic autonomic nervous
system (ANS) (7, 8). Using intracerebroventricular (icv)
administration of insulin, several studies have shown that
the hypothalamus is the main regulatory center of the
activity of the ANS (9–11) with strong metabolic conse-
quences (12,13,18). Besides its central function in the
regulation of energy metabolism, the ANS could also play
a role in the regulation of the short- and long-term adjust-
ments of the vascular system during insulin administra-
tion. Interestingly, there is increasing evidence that NO is
one of the major molecular regulators of central neural
sympathetic outflow, vascular tone (14,15), and glucose
metabolism (16), but the interplay between the central
neural action of insulin and NO in the regulation of the
arterial blood flow and heart rate has not been character-
ized. Furthermore, the impact of diabetes on this interac-
tion has not been studied either. To answer these
questions, we set up a unique experimental system, where
we could continuously record the femoral artery blood
flow and the heart rate responses to central neural insulin
infusion in conscious, freely moving mice.
RESEARCH DESIGN AND METHODS
Experiments were carried out under protocols approved by the institutional
animal care and use committee. Eleven-week-old male C57BL/6J (Janvier) and
eNOS/ C57BL/6J mice were used, as previously described (3). Male
eNOS/ mice were generated by mating homozygous animals from our
colony. Groups of 4-week-old C57BL6J mice were fed a normal chow diet
(SAFE, Epinay sur Orge, France; 12% fat, 28% protein, and 60% carbohydrate,
low nitrate) or a high-fat diet (SAFE; 72% fat, corn oil, and lard, 28% protein,
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and 1% carbohydrate) for 16–18 weeks. The high-fat diet–fed mice became
diabetic, as described previously (17). Throughout the study period, the mice
were housed at 21–22°C with a normal daily cycle and food and water ad
libitum.
Surgical procedures. Arterial femoral blood flow was continuously mea-
sured during an icv infusion of insulin (1 mU  kg1  min1), as described
previously (18). Briefly, a catheter (Charles River Laboratories, Les Oncins,
France) was inserted into the lateral cerebral ventricle and secured on the top
of the skull under anesthesia with isoflurane-oxygen (18). Ten days after the
icv surgery, an intravenous catheter was introduced into the right jugular vein,
sealed under the skin, and externalized at the back of the neck. The mice were
allowed to recover for 3 days before an ultrasonic flow probe (Transonic
System; Emka Technologies, Paris, France) was inserted surrounding the
femoral artery. The probe wire was sealed under the back skin to the neck,
where it was secured using surgical thread. After surgery, the mice were
returned to their cages and allowed to recover for at least 4 days before the
insulin infusions. At the end of the recovery period, mice that did not reach the
presurgery weight were discarded (i.e., 15% of the animals).
Infusions. On the day of the insulin study, the flow probe wire was connected
to a Transonic T403 flowmeter (Transonic System; Emka Technologies) to
record the blood flow (milliliters per minutes) of the artery and the heart rate
(beats per minute). The basal femoral arterial blood flow was recorded for 30
min in overnight-fasted, freely moving mice. Then a 5-l bolus followed by a
continuous infusion (at a rate of 12 l/min) was performed with artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) (pH 7.35, 144 mmol/l Na, 146 mmol/l Cl, 3 mmol/l
K, 1 mmol/l Mg2, 1.5 mmol/l Ca2, and 1.2 mmol/l PO4; control group) or
insulin (100 units/ml Actrapid; NovoNordisk, Bagsvaerd, Denmark) for 3 h. To
determine the role of cholinergic and adrenergic mechanisms, in subsets of
mice 30 min after the start of the central insulin infusion, 1 mg/kg methylat-
ropine or propranolol was injected intravenously at a rate of 30 l/min for 3
min, as described previously (19). To validate that the probe was correctly
recording the blood flow, at the end of the insulin infusion, some mice were
given a flash injection of a rapid NO donor (10 mg/kg sodium nitroprusside,
25–40 l i.v.). On a correct implantation of the probe, the nitroprusside
injection induced at least a 100% increase in blood flow and a rapid increase
in heart rate.
NO and NG-monomethyl-L-arginine infusions. To study the role of nitric
oxide (NO) in the brain on heart rate and arterial blood flow regulation, we
used a continuous 3-h icv infusion of the slow-releasing NO donor 3-morpho-
lino sydnonimine (SIN-1; Sigma, St. Quentin Fallavier, France) (20). SIN-1 was
dissolved extemporaneously in aCSF and then infused at a rate of 4 nmol 
min1 (21,22). In a separate set of mice, NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA;
Sigma), an inhibitor of NOS, was dissolved extemporaneously in aCSF and
then infused at a rate of 0.16 g/min, as described previously (16). The
L-NMMA infusion was commenced 30 min before the start of the insulin
infusion and continued during the 3-h insulin infusion.
Arterial blood pressure. Arterial blood pressure was recorded continuously
in awake mice during brain insulin infusion. Briefly, in mice bearing an icv
catheter for a week, a fluid-filled PE-10 tubing connected to a pressure
transducer was inserted into the carotid artery under halothane anesthesia
and tunneled subcutaneously to exit at the back of the neck, as described
previously (5). Mice were allowed to recover for 3–5 h before the blood
pressure measurement.
Euglycemic-hyperinsulinemic clamps. To assess the effect of peripheral
hyperinsulinemia on hypothalamic eNOS expression and phosphorylation,
euglycemic-hyperinsulinemic clamps were performed for 3 h, as described
previously (23). Briefly, insulin was infused through an intrafemoral catheter
at a rate of 18 (pharmacological) or 4 (physiological) mU  kg1  min1 for 3 h.
Glycemia was clamped at 5.5 mmol/l by adjusting an intrafemoral glucose
infusion. A control group was infused with 0.9% NaCl for 3 h at a rate that was
matched to the mean glucose infusion rate during the hyperinsulinemic
clamps. At the end of the infusion, the mice were decapitated, and the brain
was removed from the skull within less than 15 s. The brain was put into a
frozen brain frame, and the hypothalamus was dissected out as described
previously (18) and frozen at 80°C.
Western blot analysis. Hypothalami from mice in the postprandial state
were removed immediately after cervical dislocation and frozen at 80°C in
liquid nitrogen. Simultaneously, the brain was removed from the skull and
cooled down in a frozen brain frame (World Precision Instruments, Stevenage,
U.K.) to stop all endogenous enzymatic reactions. Then, a 3-mm coronal
section corresponding to the hypothalamus was sliced out, and a triangle with
a side length of 2 mm corresponding to the frozen hypothalamus was
separated and kept until studied, as previously described (18). For Akt
phosphorylation analysis, insulin (1 mU) or aCSF was flash injected through
the brain catheter in overnight-fasted mice. Mice were killed 5 min after the
brain infusions. Hypothalami were dissected out as described above and
homogenized in the lysis buffer. Preliminary studies from our laboratory
indicated that the optimal time point to assess hypothalamic Akt phosphory-
lation was 5 min after insulin injection (not shown).
On the day of the assay, the samples were recovered in ice-cold lysis buffer
(50 mmol/l Tris-HCl, pH 7.4, with 1 mmol/l sodium orthovanadate, 1% Triton
X-100, 50 mmol/l sodium fluorure, 0.2 mmol/l phenylmethylsulfonylfluoride,
100 mmol/l NaCl, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l EGTA, and 1% Nonidet P-40), with
a mixture of 0.5% protease inhibitors (Roche Diagnotics, Meylan, France),
homogenized and sonicated at 4°C for 2 h, and centrifuged at 12,000 rpm for
FIG. 1. Central insulin increases arterial blood flow and heart rate and
decreases blood pressure in normal mice. Percent changes from base-
line of mean arterial-femoral blood flow (A), heart rate (B), and blood
pressure (C) during a 3-h brain infusion with insulin or aCSF. Data are
means  SE for 6–8 mice per group. The effects of treatment and time
were statistically significant with P < 0.05 for both analyses.
TABLE 1
Glycemia before and after a 3-h insulin or aCSF brain infusion
Glycemia (mmol/l)
t  30
min
t  180
min t180-t30
eNOS/
NC group aCSF 6.02 0.44 4.81 0.18 1.20 0.53
insulin 5.38 0.23 4.52 0.36 0.85 0.4
HFD group aCSF 8.4 1.74 7.5 0.69 0.87 1.12
insulin 9.98 0.8 8.48 0.66 1.5 0.61
eNOS/ aCSF 5.46 0.46 4.91 0.22 0.55 0.53
insulin 4.31 0.31 4.45 0.66 0.14 0.51
Data are means SE. Mean blood glucose values in basal state (30
min) and at the end (180 min) of the icv infusions were compared
between aCSF- and insulin-infused mice (n  5–7 in each group).
HFD, high-fat diet; NC, normal chow.
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5 min at 4°C, and the supernatant was collected. After protein determination
by the Bradford protein assay using BSA as a standard (Bio-Rad system),
samples were analyzed by SDS-PAGE. For each sample, 80 g hypothalamus
was loaded onto an 8% acrylamide SDS-PAGE. An internal control for eNOS,
a mixture of total heart (50%) and adipose tissue (50%), was also loaded onto
a separate lane. After separation, the proteins were transferred to a polyvi-
nylidene difluoride membrane. The membranes were then blocked for 90 min
at room temperature with 5% (wt/vol) dried milk and incubated overnight at
4°C with a primary polyclonal antibody against total eNOS (dilution 1/1,000;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or the phosphorylated form
(Ser1177) of eNOS (dilution 1/1,000; Cell Signaling Technology, Ozyme, St.
Quentin Yvelines, France). Actin (dilution 1/2,000; Cell Signaling Technology)
was used as internal control. The antibodies used against total Akt and
phospho-Akt (Ser473) were diluted at 1/1,000 (Cell Signaling Technology).
After washing three times, membranes were incubated with horseradish
peroxidase–conjugated anti-rabbit IgG antibody (dilution 1/10,000; Amersham
Biosciences Europe, Orsay, France) for at least 2 h. Immunoreactivity was
detected using an enhanced chemiluminescence detection kit (ECL system;
Amersham Biosciences Europe) and exposure to X-ray film. Bands were
quantified using the Image Quant system.
Blood sampling. At the end of the icv infusions, blood was collected from the
retro-orbital sinus into a tube, mixed with 1 g/l aprotinin and 0.1 mmol/l
EDTA, and centrifuged at 8,000 rpm for 5 min at 4°C. Plasma was stored at
80°C until assay. The insulin level was measured using an ELISA kit
(Mercodia, Uppsala, Sweden).
Plasma NO. Groups of seven mice bearing an icv catheter were fasted
overnight and infused with aCSF or insulin (1 mU  kg1  min1) over 3 h, as
described previously (18). At completion of the intracerebral infusion, blood
was collected by retro-orbital bleeding. Plasma was stored at 80°C until
assay. Nitrate and nitrite concentration was measured in plasma samples with
a chemiluminescence analyzer (Sievers 280NOA) after reduction of NO with
VCl3, as described previously (5).
Reagents. Propranolol and methylatropine were purchased from Sigma.
Anti-rabbit Ig horseradish peroxidase–linked antibody and supplies and
reagents for SDS-PAGE were purchased from Amersham Biosciences Europe.
Data analysis and statistics. Data are expressed as means  SE. Data were
analyzed using the GraphPad Prism version 4.00 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA) for statistical significance by applying, respectively,
a Student’s t test, a Mann-Whitney test, or a two-way ANOVA test for repeated
measurements with fixed factors of treatment/genotype, time, and treatment/
genotype  time followed by post hoc test (Bonferroni’s multiple comparison
test) when appropriate. The acceptable level of significance was defined as
P  0.05.
RESULTS
Central insulin increases arterial blood flow and
heart rate and decreases blood pressure in normal
mice. The insulin infusion into the brain did not have any
detectable effect on plasma insulin concentration, which
remained between 5 and 10 U/ml during insulin and aCSF
infusion (18). The brain insulin infusion led to a progres-
sive increase of the arterial blood flow that commenced
roughly 1 h after the start of the infusion (Fig. 1A) and a
more rapid increase of the heart rate that remained stable
throughout the study period (Fig. 1B). Arterial blood
pressure slightly but rapidly decreased by roughly 5% and
thereafter remained stable throughout the insulin infusion
(Fig. 1C). aCSF infusion had no detectable effect on heart
rate and blood flow. At the end of the infusions, no change
in plasma NO concentration was detected (73.2 10.7 and
75.4  13.4 mol/l in the aCSF and insulin-infused mice,
respectively), suggesting that brain insulin-induced vaso-
dilation was not due to peripheral NO release. Between
the beginning and the end of the infusion, blood glucose
concentration decreased similarly in aCSF and insulin-
infused mice as a consequence of prolonged fasting (Table
1).
Diabetes impairs central insulin stimulation of arte-
rial blood flow and heart rate and decreases total and
phosphorylated eNOS in the hypothalamus. In diabetic
mice (high-fat diet group), the insulin stimulation of arte-
rial blood flow and heart rate was abolished (Fig. 2A and
B). Baseline heart rate and blood flow were comparable in
normal chow–fed and high-fat diet–fed mice (0.26  0.02
vs. 0.29  0.01 ml/min, and 622  27 vs. 596  45 bpm,
respectively).
FIG. 2. Diabetes impairs central insulin stimulation of arterial blood flow and heart rate and is associated with decreased total and
phosphorylated eNOS in the hypothalamus. Percent changes from baseline of mean arterial-femoral blood flow (A) and heart rate (B) during a
3-h central insulin infusion in normal chow (NC, n  6) and diabetic high-fat diet mice (HFD, n  5). Data are means  SE. The effects of
treatment and time were significantly different between the two groups (P < 0.05 for both analyses). Representative Western blots (C, top) of
total (T-eNOS) and phosphorylated (P-eNOS) eNOS concentration in the hypothalamus in the fed state of HFD and NC mice. The bottom panel
shows the quantification of T-eNOS, P-eNOS, and the calculated P-eNOS–to–T-eNOS (P/T) ratio. For the quantification as percentage of arbitrary
units (AU), the mean value of the NC mice was considered to be 100%. Data are means  SE for four mice in each group. *Significantly different
from the NC mice (P < 0.05).
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In high-fat diet–fed diabetic mice, the total concentra-
tion of eNOS in the hypothalamus was reduced by 60% and
its phosphorylated form by 80% when compared with
normal chow–fed mice (Fig. 2C). Accordingly, the phos-
phorylated to total eNOS ratio was also lower than in
controls.
Brain eNOS is involved in central neural insulin
stimulation of arterial blood flow and heart rate. To
provide evidence that central neural eNOS-derived NO is
involved in the mediation of the heart rate and arterial
blood flow responses to central insulin, we studied eNOS
knockout mice. Central insulin did not increase arterial
blood flow (Fig. 3A) and did not have a significant chro-
notropic effect in the knockout mice (Fig. 3B). The basal
arterial blood flow (0.23  0.02 ml/min) and heart rate
(664  33 bpm) were not different from those of wild-type
mice.
To demonstrate a causal link between central eNOS-
derived NO and cardiovascular responsiveness to central
insulin, we coinfused the NO donor SIN-1 together with
insulin into the brain of eNOS knockout mice. Coinfusion
of SIN-1 restored the cardiovascular responsiveness to
central insulin in the eNOS knockout mice (Fig. 3A and B).
Conversely, coinfusion of the NOS inhibitor L-NMMA to-
gether with insulin into the brain of normal mice abolished
the heart rate and blood flow responses to brain insulin
(Fig. 3A and B). Finally, infusion of the NO donor SIN-1
into the brain of high-fat diet–fed mice evoked heart rate
and arterial blood flow responses that closely resembled
those evoked by central insulin (Fig. 4A and B) or SIN-1
infusion in normal mice (data not shown).
To assess the physiological relevance of central insulin-
induced eNOS phosphorylation, we studied the effects of
peripheral 3-h euglycemic physiological and pharmacolog-
ical hyperinsulinemia (mean plasma insulin concentration
during the clamp, 89 and 430 U/ml, respectively) on
eNOS phosphorylation in the hypothalamus. eNOS phos-
phorylation was increased after 3 h of peripheral pharma-
cological but not physiological hyperinsulinemia (Fig. 5).
To examine whether the reduced insulin-dependent
eNOS phosphorylation in the hypothalamus of the diabetic
mice (Fig. 2C) could be due to a general state of insulin
resistance, we quantified the phospho-Akt response to
brain insulin in fasted normal chow– and high-fat diet–fed
mice. The phosphorylated Akt response to brain insulin
was reduced in the diabetic mice (Fig. 6).
-Adrenergic but not cholinergic mechanisms con-
tribute to central insulin stimulation of heart rate
and arterial blood flow. To study the role of the ANS in
the mediation of the cardiovascular effects of central
insulin, we examined the effects of 	-adrenergic and
cholinergic blockade. Propranolol abolished the insulin-
induced stimulation of arterial blood flow (Fig. 7A and
Supplemental Fig. 2 [available in an online appendix
at http://dx.doi.org/10.2337/db07-0115]). Propranolol also
abolished the chronotropic effect of central neural insulin
during the first hour of infusion but had no significant
effect thereafter (Fig. 7B and Supplemental Fig. 2). Methy-
latropine did not significantly attenuate the blood flow or
heart rate responses to insulin (Supplemental Fig. 3). We
further analyzed the cardiovascular responses to propran-
olol in the basal state. In the normal chow–fed mouse (n
5), propranolol immediately decreased the mean basal
blood flow and heart rate by 20% for, respectively, 90 and
30 min, and then the values progressively returned to their
basal state (Supplemental Fig. 1).
FIG. 3. Brain eNOS is involved in central insulin stimulation of arterial
blood flow and heart rate. Percent changes from baseline of mean
arterial-femoral blood flow (A) and heart rate (B) during a 3-h central
insulin infusion in normal chow (NC, n  6) and eNOS-null mice (n 
6). Coinfusion of SIN-1 restored the heart rate and blood flow respon-
siveness to central insulin in eNOS-null mice (n 5). Coinfusion of the
NOS inhibitor L-NMMA abolished the heart rate and femoral blood flow
responses to central insulin in normal mice (n  5). Data are means 
SE. The effects of treatment and time were significantly different
between the insulin normal control and insulinSIN-1 eNOS/ groups
and the two other groups, respectively (P < 0.05 for both analyses).
FIG. 4. Central infusion of the NO donor SIN-1 stimulates heart rate
and blood flow in high-fat diet (HFD) and normal chow (nc) mice.
Central infusion of the NO donor SIN-1 in HFD mice (n  4) evoked
heart rate (A) and femoral blood flow (B) responses that mimicked
those evoked by central insulin (see Fig. 2A and B) in normal mice (n
6). Data are means  SE. The effects of treatment and time were
significantly different between the insulin HFD group and the two
other groups (P < 0.05 for both analyses).
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DISCUSSION
We have developed, in the conscious free-moving mouse, a
unique experimental design for the quantification of fem-
oral-artery blood flow and heart rate responses to central
insulin infusion. We report for the first time that central
neural insulin stimulates hindlimb skeletal muscle blood
flow and heart rate in normal mice. In diabetic mice, the
central action of insulin on femoral-artery blood flow and
heart rate is impaired. This impairment appears to be
related to decreased eNOS gene expression in the brain. In
line with this hypothesis, in eNOS knockout mice, central
neural insulin does not have any stimulatory effect on
muscle blood flow and heart rate.
Several lines of evidence suggest that central neural
eNOS-derived NO underpins the chronotropic and arterial
blood flow responses to central neural insulin infusion. In
eNOS knockout mice, central neural infusion of an NO
donor restored the cardiovascular responses to brain
insulin. Conversely, in normal mice, NOS inhibition by
central neural L-NMMA infusion abolished the heart rate
and hindlimb blood flow responses to brain insulin. Fi-
nally, in diabetic mice, central neural infusion of the NO
donor SIN-1 evoked chronotropic and blood flow re-
sponses that were superimposable to those evoked by
brain insulin in normal mice.
In line with this concept, in the diabetic mice, the
impairment of cardiovascular responsiveness to central
neural insulin was associated with reduced total and
FIG. 5. Systemic hyperinsulinemia stimulates eNOS phosphorylation in
the hypothalamus of normal mice. A representative Western blot (top)
of the phosphorylated (P-eNOS) and total form (T-eNOS) of eNOS in
the hypothalamus of mice fed a normal chow diet at the end of a 3-h
euglycemic-hyperinsulinemic clamp or a 3-h normal saline infusion
(control group). The bottom panel shows T-eNOS, P-eNOS, and the
calculated P-eNOS–to–T-eNOS (P/T) ratio for four mice in each group.
Data are means  SE and represented as percentage of saline where
the control group was considered to be 100%. *Significantly different
from the control group (P < 0.05).
FIG. 6. Phospho-Akt response to central insulin is impaired in high-fat
diet (HFD) mice. A representative Western blot (top) of the phosphor-
ylated (P-Akt) and total form (T-Akt) of Akt in the hypothalamus of
mice fed a normal chow (NC) diet or HFD 5 min after a brain insulin or
aCSF injection. The bottom panel shows the effects of insulin or aCSF
injection on the phosphorylated-to-total Akt ratio in NC and HFD mice
(n  5 for each group). Data are means  SE. For the quantification as
percentage of aCSF, for both the NC and the HFD groups, the mean
value of the corresponding aCSF group was considered to be 100%.
*Significantly different from the corresponding aCSF group (P< 0.05).
FIG. 7. -Adrenergic mechanisms contribute to central insulin stimu-
lation of arterial blood flow and heart rate. Percent changes from
baseline of mean arterial femoral blood flow (A) and heart rate (B)
during a 3-h central insulin infusion in normal mice in whom, 30 min
after the start of the insulin infusion (arrow), propranolol (n  4) or
vehicle (n  6) was injected. Data are means  SE. The effect of
treatment and time were statistically significant with P < 0.05.
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phosphorylated eNOS expression in the hypothalamus.
This reduction of insulin-stimulated eNOS phosphoryla-
tion could be related to impaired insulin signaling in the
brain, since insulin-mediated Akt phosphorylation was
also impaired in the diabetic mice. Alternatively, disrup-
tion of eNOS dimers may also contribute to the reduction
in eNOS phosphorylation (24).
Propranolol abolished the chronotropic effect of central
neural insulin in normal mice, whereas methylatropine
had no detectable effect. This suggests that the chrono-
tropic effects of brain insulin are sympathetically medi-
ated. Central neural insulin also caused a rapid drop in
arterial blood pressure that mirrored the heart rate re-
sponse, as proposed earlier (25,26). This observation
could be consistent with the hypothesis that a baroreflex
mechanism contributed to the chronotropic effect of insu-
lin. Central neural insulin increased arterial blood flow and
decreased arterial resistance in the hindlimb of normal
mice. The stimulation of arterial blood flow was abolished
by propranolol but not by methylatropine, suggesting that
	-adrenergic mechanisms may play a role (27,28).
To examine the potential physiological relevance of our
observations, we studied the effects of peripheral hyper-
insulinemia on hypothalamic eNOS phosphorylation. We
found that systemic hyperinsulinemia at low pharmacolog-
ical concentrations increased hypothalamic eNOS phos-
phorylation.
In conclusion, we have shown that central insulin stim-
ulates heart rate and femoral arterial blood flow by an
eNOS-dependent mechanism. In high-fat diet–mice, cen-
tral neural eNOS expression is decreased, and the stimu-
latory effects of central insulin on femoral blood flow are
lost.
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C- Effet du GLP-1 cérébral 
 
 
Dans de précédentes études réalisées dans notre laboratoire, nous avons montré chez la 
souris saine que le GLP-1 perfusé dans le cerveau agit sur les fonctions métaboliques 
périphériques dans des conditions hyperglycémiantes (74). Ainsi, dans ces conditions 
pathologiques mimant un état diabétique et tel qu’il peut apparaître au début du repas chez le 
sujet sain, le GLP-1 cérébral induit une insulinorésistance musculaire. Nous avons alors 
étudié dans ces mêmes conditions expérimentales, le comportement des souris sur le plan 
cardiovasculaire en réponse à la perfusion cérébrale de GLP-1. 
 
C-1- Effet du GLP-1 cérébral chez la souris saine au cours des clamps 
hyperinsulinémiques 
 
   
C-1-1-Effet cérébral de l’exendine-4 au cours d’un clamp hyperglycémique 
 
 
Dans un premier temps, nous avons étudié les effets de l’insuline systémique chez les 
souris saines de phénotype normal (fond génétique C57BL6J) recevant une perfusion 
cérébrale de véhicule (aCSF). Les résultats sont reportés sur la figure 16. Chez ces souris, la 
perfusion intraveineuse d’insuline (18mU/kg.min) au cours d’un clamp hyperglycémique 
augmente le flux artériel fémoral d’~35% (fig- 16, A) et le rythme cardiaque des animaux 
d’~25% (fig-16, B). Les variations observées sont moins importantes que celles obtenues en 
condition d’euglycémie (figure-1, A et B respectivement) et suggèrent que le glucose pourrait 
altérer la biodisponibilité du NO endothélial cérébral ou périphérique (254-255). En effet, 
l’état d’hyperglycémie est atteint dans les 10 minutes qui suivent le début du clamp puis est 
maintenu jusqu’à la fin du clamp (donnée non montrée).  
 
Par la suite, Les effets de l’insuline systémique sont étudiés au cours d’un clamp 
hyperglycémique en réponse à l’action cérébrale de l’exendine-4 (EX-4). Ce dernier est 
perfusé pendant 30minutes dans le cerveau de la souris saine avant de commencer le clamp 
puis pendant toute la durée du clamp (voir matériel et méthode). Dans cette étude, la 
concentration d’exendine-4 utilisée pour ces conditions expérimentales ne modifient pas les 
concentrations plasmatiques en GLP-1 (ou exendine-4) à la fin du clamp (74). Nos résultats 
montrent qu’en condition hyperglycémiantes, l’EX-4 abolit les effets vasculaires de l’insuline 
systémique (fig-16, A) sans modifier les réponses cardiaques par comparaison au groupe 
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contrôle clampé dans ces mêmes conditions et recevant le véhicule (aCSF) dans le cerveau 
(fig-16, B). 
 
Pour ce qui est des effets de l’exendine-4 cérébrale sur la sensibilité périphérique des 
tissus à l’action systémique de l’insuline, nos résultats montrent que le GIR (ou l’utilisation 
du glucose) calculé pour chaque souris des deux groupes corrèle positivement avec le flux 
sanguin artériel fémoral (fig-16, C). Cependant, le GIR moyen calculé pour le groupe EX-4 
est statistiquement diminué par comparaison au groupe aCSF (fig-16, D). Ces résultats 
suggèrent que l’EX-4, qui est perfusée dans le cerveau, diminue la sensibilité des tissus 
périphériques à l’action de l’insuline systémique pour la capture et l’utilisation du glucose. Ils 
sont en accord avec de précédents résultats publiés par notre laboratoire (74), et suggèrent une 
résistance musculaire des souris à l’action de l’insuline systémique en réponse au GLP-1 
cérébral qui pourrait être due à la vasoconstriction (fig-16, A).       
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Figure-16- L’exendine-4 perfuséE dans le ventricule latéral diminue le flux sanguin des 
souris saines clampées en hyperglycémie. Variations en % du flux artériel fémoral (A) et du 
rythme cardiaque (B) par rapport à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-4 
(EX4) ou du véhicule (aCSF) au cours d’un clamp hyperglycémique hyperinsulinémique. Les données 
présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=7 souris par groupe. Les effets vasculaires sont 
statistiquement différents au cours du temps selon la molécule perfusée dans le cerveau (P<0.05). En 
C, étude de corrélation entre le GIR (en mg/kg.min, ou utilisation du glucose) et la variation moyenne 
maximale du flux artériel calculé à la première heure du clamp pour chaque souris; toutes les souris de 
chaque groupe sont représentées: l’augmentation du flux sanguin corrèle positivement avec la 
sensibilité des tissus à l’insuline ou GIR (P<0.05). En D, variations moyenne du GIR (mg/kg.min) 
calculé dans chaque groupe. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=7 souris 
par groupe * statistiquement différent par rapport au groupe aCSF, P<0.05. 
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Conclusion du chapitre 
 
La perfusion d’exendine-4 dans le cerveau abolit la vasodilatation en réponse à 
l’action systémique de l’insuline en conditions hyperglycémiantes ou mimant un état 
diabétique. Ces effets sont associés à une résistance musculaire à la capture et 
l’utilisation du glucose (insulinorésistance). 
 
C-1-2-Effet cérébral de l’exendine-4 au cours d’un clamp euglycémique  
 
La perfusion d’exendine-4 dans le cerveau n’a pas prévenu la réponse vasodilatatrice 
de l’insuline systémique (fig-17, A), ni la tachycardie (figure-17, B) par comparaison au 
groupe de souris recevant le véhicule (ou aCSF) dans le cerveau. Nous avons réalisé une 
étude de corrélation entre le GIR (mg/kg.min ou l’utilisation du glucose) de chaque souris et 
la vasodilatation mesurée au cours de la première heure du clamp en incluant toutes les souris 
des deux groupes. Nos résultats montrent qu’il existe très peu de corrélation entre 
l’incrémentation du GIR et l’augmentation du flux sanguin artériel fémoral (fig-17-C). Il 
n’existe pas de modification du GIR moyen (ou utilisation du glucose moyen) calculé dans 
chaque groupe (Ex-4 versus aCSF), fig-17-D. Ces dernières observations sont en accord avec 
de précédents résultats précédemment rapportés par notre laboratoire (74) et suggèrent que 
l’exendine-4 perfusée dans le cerveau ne modifie pas la sensibilité des tissus périphériques à 
l’action systémique de l’insuline en condition d’euglycémie. 
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Figure-17- L’exendine-4 perfusée dans le ventricule latéral ne modifie pas la réponse 
vasculaire des souris saines clampées en euglycémie. Variations en % du flux artériel fémoral 
(A) et du rythme cardiaque (B) par rapport à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale 
d’exendine-4 (EX4) ou du véhicule (aCSF) au cours d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique. 
Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=6-7 souris par groupe. Les deux 
groupes ne sont pas statistiquement différents au cours du temps selon la molécule perfusée dans le 
cerveau (P<0.05). En C, étude de corrélation entre le GIR (mg/kg.min, ou utilisation du glucose) et la 
variation moyenne maximale du flux artériel calculé à la première heure du clamp pour chaque souris ; 
toutes les souris de chaque groupe sont représentées: l’augmentation du flux sanguin ne corrèle pas 
positivement avec la sensibilité des tissus à l’insuline ou GIR (P>0.05). En D, variations moyennes du 
GIR (mg/kg.min) calculé dans chaque groupe. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± 
SEM ; n=6-7 souris par groupe. 
 
Conclusion de ce chapitre 
 
L’exendine-4 ne modifie pas la réponse vasodilatatrice de l’artère fémorale en 
réponse à l’action de l’insuline systémique en condition physiologique d’euglycémie. La 
molécule ne modifie pas non l’insulinosensibilité des tissus périphériques. 
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C-2- Effet cérébral de l’exendine-9  
 
C-2-1-Effet de la perfusion cérébrale d’exendine-9 au cours d’un clamp 
hyperglycémique  
 
Afin de conforter ces observations, nous avons par la suite étudié dans des conditions 
d’hyperglycémie (20mM), les effets vasculaires de l’insuline systémique (18mU/kg.min) chez 
les souris recevant l’antagoniste du récepteur au GLP-1 ou exendine-9 dans le ventricule 
latéral (figure-18) (voir matériel et méthode).  
 
L’insuline systémique augmente rapidement le flux sanguin artériel fémoral chez les 
souris perfusées avec de l’Ex9 cérébrale par comparaison au groupe contrôle recevant l’aCSF 
dans le cerveau (fig-18, A). Cependant la variation observée s’avère plus importante que celle 
du groupe contrôle. Pour ce qui est du rythme cardiaque, il augmente aussi d’une intensité 
similaire à celle du groupe contrôle (fig-18, B). Il existe une faible corrélation positive entre le 
GIR de chaque souris et la vasodilatation mesurée au cours de la première heure du clamp en 
incluant toutes les souris des deux groupes (fig-18, C). Les modifications vasculaires 
observées dans le groupe traité avec l’exendine-9 sont associées à une élévation du GIR, donc 
de la sensibilité des tissus périphériques à l’action de l’insuline, par comparaison au groupe 
contrôle, aCSF (fig-18-D). 
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Figure-18- L’exendine-9 perfusée dans le ventricule latéral augmente le flux artériel 
fémoral des souris saines clampées en hyperglycémie. Variations en % du flux artériel fémoral 
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(A) et du rythme cardiaque (B) par rapport à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale 
d’exendine-9 (EX9) ou du véhicule (aCSF) au cours d’un clamp hyperglycémique 
hyperinsulinémique. Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le 
groupe EX9 versus n=7 souris dans le groupe aCSF. Les réponses vasculaires sont statistiquement 
différentes au cours du temps selon la molécule perfusée dans le cerveau (P<0.05). En C, étude de 
corrélation entre le GIR (mg/kg.min) et la variation moyenne maximale du flux artériel calculé à la 
première heure du clamp pour chaque souris ; dans le graphe supérieur, toutes les souris des deux 
groupes sont représentées: l’augmentation du flux sanguin corrèle peu avec la sensibilité des tissus à 
l’insuline ou GIR (P>0.05). Dans le graphe inférieur, nous avons représenté les deux groupes de 
souris. En D, variations moyennes du GIR (mg/kg.min) calculé dans chaque groupe. 
 
 Conclusion du chapitre 
 
L’exendine-9 perfusée dans le ventricule latéral des souris saines augmente les 
effets vasodilatateurs de l’insuline systémique et accroît la sensibilité des tissus 
périphériques à l’action de l’insuline systémique. Elle a des effets métaboliques et 
vasculaires opposés à ceux de l’agoniste du récepteur au GLP-1, l’exendine-4. 
 
C-2-2-Effet de la perfusion cérébrale d’exendine-9 seule chez la souris saine ou 
diabétique à jeun  
 
De précédents travaux réalisés dans notre laboratoire chez la souris ayant développé 
un diabète en réponse à une alimentation riche en gras diabétogène ou HFD suggèrent que ces 
souris ont physiologiquement trop de GLP-1 dans le cerveau (article en révision). Le GLP-1 
en excès pourrait être à l’origine des effets délétères observés sur le métabolisme glucidique 
et les fonctions vasculaires. En effet, chez ces souris, la perfusion cérébrale d’exendine-9 
améliore la sensibilité des tissus périphériques à l’action systémique de l’insuline pour la 
capture et l’utilisation du glucose (74). 
 
 Nous avons par conséquent étudié les effets de l’exendine-9 perfusée seule pendant 
trois heures dans le ventricule latéral des souris saines nourries avec un régime standard 
(groupe NC, Normal Chow diet) ou diabétiques (groupe HFD) à la même concentration que 
celle utilisée dans les clamps décrits ci-dessus. Les expérimentations sont réalisées sur des 
souris mises à jeun toute une nuit. Nos résultats montrent que l’exendine-9 augmente le flux 
sanguin artériel fémoral à la fin de la première heure de perfusion d’~40% aussi bien chez la 
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souris saine que diabétique et de manière similaire (fig-19, A). Le rythme cardiaque n’est pas 
modifié (fig-19, B). 
 
Figure-19- L’exendine-9 perfusée dans le ventricule latéral augmente le flux artériel 
fémoral des souris saines et diabétiques à jeun. Variations en % du flux artériel fémoral (A) et 
du rythme cardiaque (B) par rapport à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale 
d’exendine-9 (EX9). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le 
groupe HFD (High Fat Diet) versus n=6 souris dans le groupe NC (Normal Chow, eNOS+/+). Les 
deux groupes ne sont pas statistiquement différents au cours du temps en réponse au traitement 
(P>0.05).  
 
 Conclusion du chapitre 
 
Le blocage de l’activité du récepteur au GLP-1 augmente le flux artériel fémoral 
des souris saines et diabétiques. 
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C-3-Effet d’un clamp hyperglycémique chez la souris dont le gène codant pour le 
récepteur au GLP-1 est invalidé (GLP-1 R KO) 
 
Pour conforter ces résultats et notamment le rôle du récepteur au GLP-1 cérébral dans 
le contrôle des réponses vasculaires et l’utilisation périphérique du glucose, nous avons par la 
suite étudié les effets de l’insuline systémique au cours des clamps hyperglycémiques chez la 
souris saine transgénique (GLP-1 R -/-), de même fond génétique (C57BL6J) que celles 
précédemment expérimentées (voir matériel et méthode). Ces souris ont une sensibilité accrue 
à l’action de l’insuline systémique précédemment décrite par notre laboratoire (74) (GIR 
élevé, phénotype très insulinosensible). 
 
 Nos résultats montrent que l’insuline augmente le flux sanguin artériel des souris 
GLP-1 R-/- recevant le véhicule par voie cérébrale (aCSF); l’intensité de la vasodilatation est 
supérieure au groupe sauvage (ou de phénotype normal) recevant le véhicule (aCSF) dans le 
cerveau (fig-20-A). Dans ces conditions expérimentales, le rythme cardiaque est aussi 
augmenté et les variations se superposent à peu près à celles du groupe contrôle, (fig-20, B). 
En réalisant une étude de corrélation entre le GIR de toutes les souris du groupe EX-9 et 
GLP-1 R KO clampées en hyperglycémie et la vasodilatation mesurée à la première heure, on 
s’aperçoit que la corrélation est perdue (fig-20, C). Pourtant ces deux groupes, EX-9 et GLP-1 
R KO, sont très insulinosensibles par comparaison au groupe contrôle recevant l’aCSF (fig-
20, D). 
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Figure-20- L’absence du récepteur au GLP-1 augmente le flux artériel fémoral et la 
sensibilité des tissus à la capture du glucose chez les souris saines clampées en 
hyperglycémie. Variations en % du flux artériel fémoral (A) et du rythme cardiaque (B) par rapport 
à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-9 (EX9) ou du véhicule (aCSF) au 
cours d’un clamp hyperglycémique hyperinsulinémique. Les données présentées sont des valeurs 
moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le groupe EX9, n=6 dans le groupe GLP-1 R KO, aCSF, n=7 dans 
le groupe aCSF. Les réponses vasculaires sont statistiquement différentes au cours du temps selon la 
molécule perfusée dans le cerveau (P<0.05). En C, étude de corrélation entre le GIR (mg/kg.min) et la 
variation moyenne maximale du flux artériel calculé à la première heure du clamp pour chaque souris ; 
toutes les souris GLP-1 R-/- et les souris recevant l’EX-9 dans le ventricule latéral sont représentées: 
l’augmentation du flux sanguin ne corrèle plus avec la sensibilité des tissus à l’insuline ou GIR 
(P>0.05). En D, variations moyennes du GIR (mg/kg.min) calculé dans chaque groupe. Les données 
présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5 souris dans le groupe EX9, n=6 dans le groupe 
GLP-1 R KO, aCSF, n=7 dans le groupe aCSF * statistiquement différent par rapport au groupe GLP-
1 R-/-. 
 
Conclusion de ce chapitre  
 
Le blocage ou l’invalidation du récepteur au GLP-1 accroît les effets 
vasodilatateurs de l’insuline, stimule la capture du glucose par les muscles et diminue les 
effets vasoconstricteurs systémique du glucose. 
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C-4- Etude des mécanismes moléculaires centraux d’action de l’exendine-4 
 
 
Le GLP-1 cérébral a besoin du glucose pour exercer ses effets sur le métabolisme 
glucidique. Le glucose, capté par les neurones ou les cellules gliales, entre dans les 
principales voies métaboliques (dont la production de lactate ou le cycle de Krebs) au cours 
desquels des produits de réaction sont générés comme le NADPH. Ce dernier est ensuite 
métabolisé par les mitochondries de la chaîne respiratoire sous la forme d’ATP (énergie) et 
des espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont physiologiquement produits (118). Dans un 
organisme sain, les systèmes cellulaires anti-oxydants éliminent l’excès de ROS produit. Ces 
derniers, à des concentrations physiologiques, ont beaucoup d’effets cellulaires. Ainsi ils 
agissent comme neuromédiateurs et régulent les activités des systèmes enzymatiques dans les 
cellules. Nous avons pensé que l’hyperglycémie pourrait être une source de ROS neutralisant 
les effets vasodilatateurs du NO cérébral en réponse à l’action de l’insuline sur le tissu 
endothélial hypothalamique (261-263).  
 
Dans cette optique, la production de ROS ainsi que l’activité NOS totale sont 
mesurées dans l’hypothalamus des souris saines à la fin des clamps eugly- et 
hyperglycémiques en réponse ou non à l’action du GLP-1 cérébral (exendine-4). Ces clamps 
sont effectués sur des souris saines de phénotype normal (ou sauvage, Wild–Type, WT) ; les 
résultats sont comparés à ceux obtenus chez les souris transgéniques dont l’expression du 
récepteur au GLP-1 est invalidé (GLP-1 R KO). 
 
a-Etude de la production des ROS hypothalamiques 
 
Nos résultats montrent une diminution de la production de ROS dans l’hypothalamus 
en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-4 chez des souris saines exprimant le récepteur 
au GLP-1 (WT, Wild-Type) et clampées dans des conditions hyperglycémiantes (20mM, voir 
matériel et méthode). Ces effets s’avèrent dépendant du glucose et du récepteur au GLP-1 
cérébral (figure 21). En effet, dans le groupe contrôle exprimant le récepteur au GLP-1 (Wild 
Type, WT) et clampé en hyperglycémie avec une perfusion cérébrale d’aCSF, les effets anti-
oxydants observés suggèrent des effets cérébraux du GLP-1 endogène, probablement sécrété 
par le tissu neuronal en réponse au message hyper glycémique comme une protection de 
l’organisme vis-à-vis de la toxicité du glucose. Cet effet anti-oxydant physiologique disparaît 
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dans le groupe de souris GLP-1 R KO clampé en hyperglycémie et recevant une perfusion 
cérébrale de véhicule (aCSF). 
 
Figure-21- Diminution de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans 
l’hypothalamus de souris saines clampées en hyperglycémie en réponse à l’action de 
l’exendine-4 cérébrale. Production de ROS, en unité arbitraire/mg de protéines, dans 
l’hypothalamus de souris à la fin d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique (5,5mM) ou 
hyperglycémique (20mM). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5-14 souris 
par groupe.* statistiquement différent par rapport aux groupes GLP-1 R KO ou WT (Wild-Type, 
sauvage) recevant l’aCSF dans le cerveau et clampés dans des conditions d’hyperglycémie 
systémique. 
  
              
            Conclusion du chapitre 
 
 
             Le GLP-1 cérébral diminue la production de ROS dans l’hypothalamus de 
souris saine : cet effet est dépendant du glucose et du récepteur au GLP-1. 
 
 
b- Etude de l’activité NOS totale hypothalamique 
 
Nos résultats montrent une diminution de l’activité NOS totale en réponse à l’action 
du GLP-1 exogène (exendine-4) perfusé dans le cerveau des souris saines de phénotype 
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normal (WT, Wild-Type) et dans des conditions d’hyperglycémie systémique (figure 22). 
Nous n’avons pas encore mesuré les activités de ces enzymes chez les souris GLP-1 R -/-. 
           
Figure-22- Diminution de l’activité totale NOS dans l’hypothalamus de souris saine 
clampée en hyperglycémie en réponse à l’action cérébrale de l’exendine-4. Activité NOS 
totale en cpm/mg de protéines, dans l’hypothalamus de souris à la fin d’un clamp hyperinsulinémique 
hyperglycémique (glycémie à 20mM). Les données présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; 
n=5 souris par groupe.* statistiquement différent par rapport au groupe de souris contrôle recevant 
l’aCSF dans le cerveau et clampé dans des conditions d’hyperglycémie systémique. 
  
 Conclusion du chapitre 
 
Le GLP-1 diminue la production de NO cérébral dans l’hypothalamus de souris 
saine. Cet effet semble dépendant de la signalisation au récepteur au GLP-1.  
 
 
c-Effet de la perfusion cérébrale de peroxyde d’hydrogène au cours d’un clamp 
hyperglycémique 
 
L’ H2O2 et ses produits de lyse spontanée (OH°-, O2 °-) agissent sur les centres 
cardiovasculaires et modifient le rythme cardiaque ainsi que la pression artérielle des 
rats (264). Les effets sur les vaisseaux n’ont pas été à ce jour décrits. Par conséquent, nous 
avons d’abord mesuré les effets d’une perfusion cérébrale d’H2O2 sur la réponse vasculaire 
chez des souris saines C57BL6J. Les concentrations utilisées ont été établies à partir de celles 
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précédemment expérimentées chez le rat (264) et ne semblent pas avoir d’effets toxiques 
décrits sur le cerveau. Les résultats sont reportés au sein de la figure 23, A ci-dessous. Le 
peroxyde d’hydrogène augmente le flux sanguin des souris éveillées (fig-23, A). Ces effets 
sont doses dépendants et brefs probablement en rapport avec la courte demi-vie d’action du 
produit. 
 
Ensuite nous avons testé les effets cérébraux de la plus forte concentration en H2O2 au 
cours des clamps hyperglycémiques chez des souris saines recevant une perfusion cérébrale 
d’exendine-4. En effet nous cherchons à savoir si la complémentation en ROS rétablit la 
vasodilatation voire contrecarre les effets du GLP-1 au cours de ces clamps. Brièvement, nous 
avons injecté l’H2O2 (associé à l’exendine-4) à la fin de la 2° heure du clamp (bolus 2µl) ; ce 
bolus est suivi d’une perfusion continue d’H202 – exendine-4 durant 1 heure (12µl/h, voir 
matériel et méthode). Au cours de cette étude, l’H2O2 a brièvement contrecarré les effets 
vasoconstricteurs de l’exendine-4 (figure-23, B); cet effet est associé d’une diminution rapide 
du rythme cardiaque (figure-23, C). Nous n’avons pas observé de vasodilatation en réponse à 
l’injection de la plus faible concentration de peroxyde d’hydrogène 2nmol/min ou de 
véhicules seul (PBS) (données non montrées).  
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Figure-23- Le peroxyde d’hydrogène augmente le flux artériel fémoral des souris saines 
clampées en hyperglycémie. Variations en % du flux artériel fémoral (A) par rapport à la valeur de 
base en réponse à la perfusion cérébrale de peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou du véhicule (PBS ou 
Phosphate Buffer Saline) chez une souris saine à jeun. Les données présentées sont des valeurs 
moyennes ± SEM ; n=4-5 souris par groupe. Les réponses vasculaires sont statistiquement différentes 
au cours du temps selon la concentration du peroxyde d’hydrogène perfusé dans le cerveau par 
comparaison au groupe contrôle, PBS (P<0.05). En B et C, variations en % du flux artériel fémoral (B) 
et du rythme cardiaque (C) par rapport à la valeur de base en réponse à la perfusion cérébrale de 
molécules (EX4 +/- H202) au cours d’un clamp hyperglycémique hyperinsulinémique. Les données 
présentées sont des valeurs moyennes ± SEM ; n=5-7 souris par groupe. L’injection du peroxyde 
d’hydrogène modifie la réponse vasculaire et le rythme cardiaque par comparaison au groupe recevant 
l’EX-4 en continu (P<0.05).  
 
 
 
 
 
- 124 -
Conclusion du chapitre 
 
Nos expérimentations suggèrent une participation des ROS dans le contrôle des 
réponses hémodynamiques. Le GLP-1 cérébral neutralise la production de ROS et leurs 
effets vasodilatateurs. 
 
d-Etude de l’activation de la protéine kinase C 
 
Nous avons ensuite cherché à identifier un régulateur clef de l’activité eNOS activé 
par le GLP-1 et sensible à la concentration en glucose dans le milieu ambiant. Ce régulateur 
pourrait être la protéine kinase C. En effet, le GLP-1 active cette enzyme dans les îlots β du 
pancréas (63). L’enzyme est aussi activée par des concentrations élevées en glucose (~20mM) 
(118) et régule l’expression et l’activation de la eNOS sur des cellules endothéliales en culture 
en réponse à l’action de l’insuline (192). Au cours du diabète de type II ou des états 
d’hyperglycémies chroniques, la protéine kinase C est activée dans les vaisseaux des rats 
(197), et pourrait inhiber dans ces conditions, l’activation de la eNOS en réponse à l’action 
systémique de l’insuline (192). 
 
d-1- Au cours du diabète  
 
Nous avons étudié l’état d’activation de la protéine kinase C dans l’hypothalamus de 
souris ayant développé un diabète de type II en réponse à un régime gras HFD. Nous avons 
séparé la fraction membranaire de la fraction cytosolique et étudié l’activité de l’enzyme dans 
ces deux fractions (voir matériel et méthode). Les résultats obtenus sont comparés au groupe 
de souris saine alimenté avec un régime standard (groupe NC, Normal Chow diet). La 
protéine kinase C activée dans le cytosol est transloquée à la membrane plasmique pour 
exercer ses actions cellulaires. Les résultats présentés sur la figure 24 A et B, montrent une 
élévation de la forme active de la protéine kinase C d’un facteur ~1,5 à la membrane dans le 
groupe HFD par comparaison au groupe de souris saines (groupe NC).   
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Figure-24- La protéine kinase C est activée dans l’hypothalamus de souris diabétique. En 
A, gel représentatif de l’activité protéine kinase C dans la fraction membranaire et cytosolique 
d’hypothalami de souris saine (NC, Normal Chow diet) ou diabétique (HFD, High Fat diet) à jeun. En 
B, quantification en unité arbitraire ou UA. *statistiquement significatif, P<0.05, n=4 souris dans 
chaque groupe.  
 
 Conclusion du chapitre 
 
Il existe une activation endogène de la protéine kinase C au cours du diabète dans 
l’hypothalamus de souris. Cette activation contribuerait à altérer la production de NO 
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par la eNOS en réponse à l’action cérébrale ou systémique de régulateurs endocriniens 
comme l’insuline. 
 
d-2-Au cours d’un clamp hyperglycémique en réponse à la perfusion cérébrale 
d’exendine-4 
 
 
Dans un second temps, nous avons étudié l’état d’activation de la protéine kinase C 
dans les hypothalami de souris saines clampées en hyperglycémie et recevant l’exendine-4 ou 
le véhicule (aCSF) par voie cérébrale. A la fin des clamps, les hypothalami sont prélevés et la 
fraction membranaire est séparée de la fraction cytosolique (voir matériel et méthode). Nos 
résultats montrent une élévation de la forme active de la protéine kinase C à la membrane 
d’un facteur ~1,5 dans le groupe recevant l’exendine-4 par comparaison au groupe de souris 
recevant l’aCSF (fig-25, A et B). 
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Figure-25- L’exendine-4 active la protéine kinase C dans l’hypothalamus de souris saine 
au cours du clamp hyperglycémique. En A, gel représentatif de l’activité protéine kinase C dans 
la fraction membranaire et cytosolique d’hypothalami de souris saines ayant reçu une perfusion 
cérébrale de véhicule (aCSF) ou d’exendine-4 (EX-4) au cours d’un clamp hyperglycémique et 
hyperinsulinémique. En B, quantification en unité arbitraire ou UA. *statistiquement significatif, 
P<0.05, n=5 souris dans le groupe aCSF et n=7 souris dans le groupe EX-4.  
 
Conclusion du chapitre 
 
En conditions d’hyperglycémie, l’exendine-4 active la protéine kinase C dans 
l’hypothalamus de souris saine. Cet effet semble dépendant de la signalisation au 
récepteur au GLP-1 et pourrait expliquer la diminution de l’activité NOS totale dans 
l’hypothalamus (fig-22). 
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e-Etude de l’activité du vague 
 
 
Afin de déterminer si le système nerveux autonome joue un rôle dans la transmission 
du signal cérébral vers les vaisseaux, nous avons enregistré les activités électriques du nerf 
vague en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-4. Nos résultats montrent que la 
perfusion cérébrale d’exendine-4 stimule d’un facteur 1,5 l’activité du nerf vague par 
comparaison au groupe contrôle (aCSF) recevant le véhicule dans le cerveau (fig-26, A et B). 
Cet effet est immédiat ; il est observé dès les 5 premières minutes qui suivent le début de la 
perfusion cérébrale et se maintient pendant toute la durée de l’expérimentation. 
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Figure-26- L’exendine-4 stimule l’activité nerveuse parasympathique chez la souris 
saine. Enregistrement de l’activité du nerf vague à l’état de base (t=0) puis 5 et 55 minutes après le 
début de la perfusion cérébrale d’aCSF (A) ou d’exendine-4 (B). Une injection d’acétylcholine est 
effectuée en fin d’expérimentation, par voie intrapéritonéale comme contrôle interne positif. En C, 
quantification en % du nombre de spikes ou d’activités électriques au cours du temps en affectant 
arbitrairement à la valeur moyenne calculée à l’état de base dans le groupe aCSF ou EX-4, la valeur 
100%. *statistiquement différent du groupe recevant l’aCSF, P<0.05 ; n=4 souris dans le groupe EX-4 
versus n=5 dans le groupe contrôle, aCSF. 
 
Conclusion du chapitre 
 
 L’exendine-4 perfusée dans le cerveau des souris saines active le nerf vague.  
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Abstract 
 Glucagon-Like Peptide-one (GLP-1) is a gut hormone secreted in response to oral 
glucose absorption which regulates glucose metabolism and cardiovascular function. GLP-1 is 
also produced in the brain where its contribution to central regulation of metabolic and 
cardiovascular homeostasis remains incompletely understood 
Objectives: To ascertain the importance and mechanisms underlying the role of brain GLP-1 
on the control of metabolic and cardiovascular function 
Methods: Awake free moving mice were infused with the GLP-1 receptor agonist Exendin-4 
into the lateral ventricle of the brain in the basal state or during hyperinsulinemic 
eu/hyperglycemic clamps. Arterial femoral blood flow, whole body insulin-stimulated glucose 
utilization and heart rates were continuously recorded. 
Results: A continuous three hour brain infusion of exendin-4 decreased femoral arterial blood 
flow, heart rate, and whole body glucose utilization in the awake free moving mouse. This 
effect was strictly glucose-dependent and was markedly attenuated by central infusion of the 
GLP-1 receptor antagonist Exendin-9 and totally abolished in GLP-1 receptor knockout mice. 
Moreover, hypothalamic nitric oxide synthase (NOS) activity and the concentration of 
reactive oxygen species (ROS) were also reduced in a GLP-1R-dependent manner. Central 
GLP-1 activated vagus nerve activity and complementation with ROS donor dose-
dependently reversed the effect of brain GLP-1 signaling on peripheral blood flow. 
Conclusion: our data demonstrate that central GLP-1 signaling is an essential component of 
circuits integrating cardiovascular and metabolic responses to hyperglycemia. 
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Introduction 
There is now compelling evidence supporting the interplay between metabolic and 
vascular diseases (1; 2) in which neuronal circuits in the central nervous system seem to play 
a critical role in orchestrating the control of glucose homeostasis (3). We recently 
demonstrated that the central infusion of insulin decreased blood pressure and increased 
arterial blood flow and heart rate through a molecular mechanism depending on the synthesis 
of nitric oxide in the hypothalamus (4). Importantly, the central regulation of NO metabolism 
impacted whole body glucose utilization (5). This mechanism was impaired during high-fat 
diet-induced insulin resistance and diabetes and reverted upon central NO supplementation 
(4). These findings raise the possibility that signals from peripheral tissues, which act on the 
brain to control glucose metabolism, could also regulate vascular function. 
Enteroendocrine cells have important roles in regulating energy intake and glucose 
homeostasis through their actions on peripheral target organs, including the endocrine 
pancreas. Enteroendocrine cells secrete multiple hormones, including glucagon-like peptide-1 
(GLP-1), which controls pancreatic endocrine secretion (6). GLP-1 is also a neuropeptide 
synthesized by neurons in the caudal regions of the nucleus of the solitary tract (NTS) (7; 8).  
GLP-1 is released into the hypothalamus and controls food intake, blood pressure and heart 
rate (9; 10). Whereas most of the glucose-lowering actions of GLP-1 have been attributed to 
the direct effect of the hormone on the endocrine pancreas i.e. to stimulation of insulin and 
inhibition of glucagon secretion, we demonstrated the importance of extra-pancreatic GLP-1 
receptor-dependent control of insulin secretion (11) and whole body glucose distribution (12). 
The infusion into the brain of the GLP-1 receptor antagonist Exendin-9 (Ex9) inhibited insulin 
secretion induced by gut-glucose (11). Conversely, central administration of the GLP-1 
receptor agonist Exendin-4 augmented intravenous glucose-stimulated insulin secretion to a 
level similar to that obtained during an intragastric glucose infusion (11). Our data suggested 
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that the absorptive state was associated with the stimulation of the gut-to-brain axis leading to 
the activation of brain GLP-1 signaling and consequently to hyperinsulinemia. During the 
absorptive state blood flow redistribution towards mesenteric organs is also observed which 
has been proposed to favor nutrient redistribution into the liver (13). Importantly, stimulation 
of the GLP-1 receptor increases blood pressure and heart rate and activates autonomic 
regulatory neurons (8; 14; 15). More recently it has been shown that GLP-1 reduced islet 
blood flow following glucose administration (16). However, the role of brain GLP-1 signaling 
also in the control of cardiovascular homeostasis remains incompletely understood.  
We have now pursued the importance of GLP-1 action in the central nervous system 
for control of cardiovascular function using studies in conscious free-moving mice. Following 
central GLP-1 infusion we simultaneously recorded femoral arterial blood flow, heart rate, 
and insulin and glucose sensitivity during hyperinsulinemic euglycemic or hyperglycemic 
clamps. We now demonstrate that hypothalamic reactive oxygen and nitrogen species are 
controlled by brain GLP-1 and are essential for the coordinated regulation of metabolic and 
cardiovascular function. 
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Material and Methods 
 
Animals.  
Experiments were carried out under protocols approved by the Institutional Animal Care and 
Use Committee. Eleven week old male C57BL/6J (Janvier, Larbresle, France) and GLP-1 
receptor knockout mice from our colony (in C57BL/6 background) were used, as previously 
described (4). Throughout the study period, the mice were housed at 21-22°C with a normal 
daily cycle and food and water ad libitum.  
 
Surgical procedures.  
A catheter (Charles River Laboratories, France) was inserted into the lateral cerebral ventricle 
and secured on the top of the skull under anaesthesia with isoflurane-oxygen (17). Ten days 
after the intracerebroventricular (i.c.v) surgery, an intravenous catheter was introduced into 
the left femoral vein, sealed under the skin, and externalized at the back of the neck. The mice 
were allowed to recover for 3 days, before an ultrasonic flow probe (Transonic system, Emka 
Technologies, Inc., France) was inserted surrounding the right femoral artery. The probe wire 
was inserted through the skin at the back of the neck, where it was secured using surgical 
thread. After surgery, the mice returned to their cages, and were allowed to recover for at least 
4 days before infusions (18). At the end of the recovery period, mice that did not reach their 
pre-surgery weights were not utilized for subsequent experiments (i.e. 15% of the animals). 
 
Infusions.  
On the day of the study, the flow probe wire was connected to a Transonic model T403 
flowmeter (Transonic System, Emka technologies, Inc., France), to record the blood flow 
(ml/min) of the femoral artery and the heart rate (beats/min). The basal femoral arterial blood 
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flow and heart rate were recorded for 30 minutes in overnight fasted free-moving mice before 
starting the infusions. 
 
Glucose clamp 
 A hyperinsulinemic euglycemic (5.5 mM) or hyperglycemic (20 mM) clamp was performed 
to activate GLP-1-sensitive cells and to assess whole body glucose utilization (18). Briefly, 
insulin was infused through the intrafemoral catheter at a rate of 18 mu/kg.min for 3 hours. 
Glycemia was clamped at 5.5 or 20 mM by adjusting an intrafemoral glucose infusion. A 
control group was infused with NaCl 0.9% (saline) for 3 hours at a rate that was matched to 
the mean glucose infusion rate during the hyperinsulinemic clamps. 
   To ensure the filling of the tubing connected to the brain, i.c.v. infusions were started 30 
minutes before the beginning of the clamp procedure and continued throughout the whole 
study. Briefly, a 5 µl bolus followed by a continuous infusion was performed with the 
cerebral vehicle (aCSF, pH 7.35, Na+ 144 mmol/l, Cl- 146 mmol/l, K+ 3 mmol/l, Mg2+ 1 
mmol/l, Ca2+ 1.5 mmol/l, PO4- 1.2 mmol/l) or with the GLP-1 receptor agonist, (Exendin-4), 
or antagonist (Exendin 9), at a rate of 0.5 pmol/kg.min for 3 hours, as described (4). 
 
Measurement of autonomic nervous system activity 
Mice bearing an i.c.v. catheter for one week were anesthetized with isoflurane maintained on 
a heating blanket at 37°C in a Faraday cage. The vagus nerve was isolated from the carotid at 
the level of the trachea and one monopolar platinum electrode (Diameter: 125µm, Phymep, 
Paris, France) was approximated to the vagal nerve. A second electrode was implanted 
directly on the skin as a reference. Both electrodes were connected to a BioAMp amplificator 
system (Ad Instrument, Phymep, France). The signal was filtered between 0.1 Hz to 1000 Hz 
(low and high frequency). The output signal was then directed toward a data acquisition 
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system (PowerLab 8/30, Ad instrument, Phymep). The neural activity was quantified by 
counting the frequency of spikes that exceeded a voltage threshold level set just above the 
electrical noise by using the Spike Histogram software (computer program Chart 5, Ad 
instrument, Phymep). Baseline unit activity was recorded for 10 minutes before and during 
brain infusions. The neural activity was continuously recorded and quantified for 10 minutes 
at different time periods during the brain infusions. At completion of the recording 600 µg of 
acetylcholine chloride was injected i.p. to demonstrate appropriate responsivity and recording 
of the vagus nerve activity. 
 
Hydrogen peroxide infusions 
To study the role of ROS in the brain on arterial blood flow, heart rate, and whole body 
glucose utilization, hydrogen peroxide (H202) was infused into the lateral ventricle of the mice 
120 minutes after the beginning of the hyperglycemic clamp. Hydrogen peroxide was 
extemporaneously diluted in phosphate buffer saline (aCSF, pH 7.2) and infused at the rates 
of 2 or 20nmol/min, as previously described (19). Briefly, 2 µl of H2O2 was followed by a 
continuous infusion at a rate of 12µl/h. At the end of the infusions, the mice were decapitated 
and the brain was removed from the skull within less than 15 seconds. The brain was put into 
a frozen brain frame and the hypothalamus was dissected out, and frozen at -80°C. To 
validate that the probe was correctly recording the blood flow, at the end of the insulin 
infusion, some mice were given a flash injection of a rapid NO donor (sodium nitroprusside, 
(10 mg/kg, 25-40 µl, i.v). Upon a correct implantation of the probe, the nitroprusside injection 
induced at least a 100% increase in blood flow and a rapid increase in heart rate. 
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Blood sampling  
At the end of the i.c.v infusions, blood was collected from the retroorbital sinus into a tube, 
mixed with 1 µg/µl aprotinin/ 0.1 mM EDTA, and centrifuged at 8,000 rpm, for 5 min at 4°C. 
Plasma was stored at -80°C until assay. The insulin level was measured using an ELISA kit 
(Mercodia, Sweeden).  
 
Hypothalamic ROS determination. 
 Tissue treatment for ROS determination was accomplished according to the method of 
Szabados et al (20). Briefly, hypothalamic pieces were carefully homogenized using a dounce 
and loaded with the dichlorodihydro-fluorescein diacetate probe which is oxidized to 
fluorescent dichlorofluorescein by H2O2, and classically used to monitor intracellular 
generation of ROS (CM-H2DCFDA, Molecular Probes). Hypothalamic homogenates were 
incubated with 4 µM CM-H2CFDA in a final 0.5 ml volume for 30 min at 37°C. After 
centrifugation, ROS measurements (on 200 µl supernatant) were performed in a Fluorescent 
Plate Reader (Perkin Elmer). Intensity of fluorescence was expressed as arbitrary units per mg 
of protein. 
 
Hypothalamic NOS activities 
To assess hypothalamic NOS activity the tissues were collected, weighed and homogenized. 
NOS activity was assessed using an assay kit based on the biochemical conversion of [3H-]L-
arginine to [3H-]L-citrulline (Calbiochem, Darmstadt, Germany). 
 
Data analysis and statistics 
Data are expressed as means ±SE. Data were analyzed using the GraphPad Prism version 5.00 
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical significance was determined 
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by applying respectively a Student t-test, Mann Whitney test, a Kruskal-Wallis test followed 
by a Dunn’s multiple comparison test, Pearson test or a two-way ANOVA test for repeated 
measurements with fixed factors of treatment/genotype, time, and treatment/genotype x time 
followed by post hoc test (Bonferroni’s multiple comparison test) when appropriate. The 
acceptable level of significance was defined as P<0.05. 
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RESULTS 
The activation of the central GLP-1 receptor regulates femoral arterial blood flow, heart 
rate and whole body glucose utilization under hyperglycemic conditions 
The systemic infusion of insulin during a euglycemic hyperinsulinemic clamp increased 
femoral blood flow and heart rate (Fig 1A&B). The simultaneous brain infusion of the GLP-1 
receptor agonist Ex4 did not impact hemodynamic parameters and whole body glucose 
utilization (Fig 1A,B&C) when the mice were clamped under euglycemic conditions. As we 
previously demonstrated that brain GLP-1 signaling was glucose-dependent (11), the blood 
glucose was raised to 20 mM during the hyperinsulinemic clamp. Hyperglycemia modestly 
diminished the relative increase in femoral arterial blood flow  (compare Fig 2A & 1A). 
Remarkably, co-infusion of Ex-4 into the brain under hyperglycemic conditions abolished the 
increase in femoral artery blood flow (Fig 2A). Simultaneously, hyperglycemia diminished 
the increase in heart rate observed under euglycemic clmap conditions (compare Fig 2B & 
1B) but unlike blood flow, heart rate was not affected by Ex4. Concomitantly the whole body 
glucose utilization rate was also reduced by Ex4 (Fig 2C). In contrast to the effects seen under 
conditions of systemic hyperglycemia and hyperinsulinemia, infusion of Ex4 into the lateral 
ventricle had no effect on blood flow and heart rate in the fasting basal state (Fig 2D&E). 
To further examine the importance of endogenous GLP-1 receptor signaling for the 
control of femoral arterial blood flow and whole body glucose utilization we used a) GLP-1 
receptor knockout and b) wild type mice infused into the brain with the GLP-1 receptor 
antagonist Exendin-9 (Ex9) under hyperinsulinemic hyperglycemic condition. Remarkably, 
transient attenuation or genetic elimination of central GLP-1 receptor signaling markedly 
augmented femoral arterial blood flow (Fig 3A). Similarly, heart rate was increased in GLP-1 
receptor knockout mice, and whole body glucose utilization rates were also increased by the 
disruption of central GLP-1 receptor signaling (Fig 3B&C). 
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Femoral arterial blood flow correlates with whole body glucose utilization in the 
presence of an activated GLP-1 receptor  
To determine whether the control of whole body glucose utilization by brain GLP-1 
signaling is intimately related to the rate of femoral arterial blood flow we correlated both 
parameters for each mouse independently, under different experimental conditions. The data 
show that femoral arterial blood flow and whole body glucose utilization rates were positively 
correlated under hyperglycemic hyperinsulinemic condition (Fig 4A) and the mean values of 
each group for both parameters exhibited a highly significant correlation (Fig 4B). In contrast, 
no correlation between femoral blood flow and glucose utilization was observed in mice with 
transient central or complete genetic disruption of GLP-1 receptor signaling (Fig 4D) when 
compared to WT control mice (Fig 4C).  
 
GLP-1 receptor activation decreases hypothalamic nitric oxide synthase activity and 
reactive oxygen species concentration. 
 We previously showed that hyperinsulinemia increases femoral arterial blood flow by 
a mechanism requiring eNOS activation (4). Therefore, we assessed the activity of nitric 
synthases in the hypothalamus of mice clamped in hyperglycemia and infused with Ex4 into 
the brain. Central Ex4 significantly reduced total nitric oxide synthase activity (Fig 5A). As 
reactive oxygen species (ROS) are also regulated by insulin and glucose in the brain (21), we 
assessed the impact of glucose and Ex4 in vivo on ROS production. Hyperglycemia 
significantly reduced ROS production, which was even more markedly suppressed by Ex4 in 
a glucose-dependent manner (Fig 5B). Remarkably, the ability of glucose to diminish 
hypothalamic ROS was completely abrogated in GLP-1 receptor knockout mice (Fig 5B).  
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Reactive oxygen species in the CNS controls femoral arterial blood flow and whole body 
glucose utilization in a glucose-dependent manner  
Since we previously demonstrated that the pharmacological modulation of brain NO 
controlled femoral arterial blood flow and whole body glucose utilization rates (4) we focused 
here on the role of ROS. To determine whether changes in ROS could link GLP-1 receptor 
activation to the control of femoral arterial blood flow and whole body glucose utilization 
rates we performed a continuous infusion of oxygen peroxide into the lateral ventricular 
cavity of control mice under basal conditions. H2O2 induced a dose-dependent increase in 
femoral arterial blood flow (Fig 6A). We next determined whether H2O2 could reverse the 
effects of Ex4 on blood flow. The ROS donor was injected 120 minutes after the beginning of 
the simultaneous hyperglycemic hyperinsulinemic clamp and Ex4 infusion (Fig 6B). H2O2 
dramatically and rapidly increased the arterial blood flow in the presence of Ex4 (Fig 6B). 
Conversely, the heart rate was reduced in the same experiments (Fig 6C). 
 
Vagus nerve activity is increased in response to brain Exendin 4 administration 
To determine whether the autonomic nervous system is a candidate for transmission of the 
brain GLP-1 signal to peripheral tissues we recorded vagus nerve activity during brain Ex4 
infusion. Ex4 administration rapidly increased the firing rate of the vagus nerve within 5 
minutes (Fig. 7A) which lasted for 55 minutes, i.e. until the end of the infusion (Fig. 7B). 
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Discussion 
The present data demonstrate that in the awake free-moving mouse, brain GLP-1 
receptor signaling simultaneously controls femoral arterial blood flow, heart rate, and glucose 
utilization. We further show that reactive nitric oxide and oxygen species are regulated by 
brain GLP-1 signaling and likely important for the coordinated regulation of metabolic and 
cardiovascular function. The brain to periphery signal was associated with an increased vagus 
nerve activity. Notably, the action of GLP-1R signaling for control of nitric oxide and ROS 
was strictly glucose-dependent. 
We previously reported that brain GLP-1 induced insulin resistance and increased 
insulin secretion to favor hepatic glucose storage (11). We now extend these findings by 
demonstrating that brain GLP-1 signaling reduces hind limb arterial blood flow under 
conditions of hyperglycemia. Hence, this new data strongly suggests that brain GLP-1 
signaling may modify the metabolic activity of hindlimb muscles by a mechanism involving 
changes in blood flow. Consistent with this hypothesis, a strong correlation was observed 
between glucose utilization and blood flow rates. Importantly, this correlation was no longer 
present in experimental conditions where brain GLP-1 signaling was abolished in GLP-1 
receptor knockout mice and even more selectively, in mice infused with the GLP-1 receptor 
antagonist Ex9 into the brain. Therefore, we conclude that brain GLP-1 signaling contributes 
to the regulation of both metabolic and cardiovascular function.  
   It has been previously shown that both intravenous and intracerebroventricular 
administration of GLP-1 receptor agonists increased blood pressure and heart rate (8). 
Moreover, GLP-1 receptors are also expressed in the area postrema of the rat brain which 
could interact with circulating GLP-1 (22; 23). In our experimental procedure hyperglycemia 
was induced by a systemic glucose infusion, therefore under these conditions, GLP-1 
secretion from the gut is not increased. Our data strongly support the idea that central GLP-1 
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is a direct regulator of peripheral cardiovascular function. Furthermore, previous studies 
showed that the intracerebroventricular administration of GLP-1R agonists increased arterial 
blood pressure and heart rate, which was blocked by previous i.c.v. administration of 
Exendin-9 (14). Bilateral vagotomy blocked the stimulating effect of i.c.v. GLP-1 on arterial 
blood pressure and heart rate in rats (14). These findings, taken together with our current data, 
suggest that neural information emerging in the brain following GLP-1 receptor activation is 
transmitted to the periphery through the vagus nerve. 
Brain GLP-1 receptor signaling is activated in response to oral glucose absorption (11) 
such as in the fed condition. Glucose and insulin are two other important regulators of brain 
signaling (24; 25). We previously showed that brain insulin increases femoral arterial blood 
flow by a mechanism depending on the production of NO by eNOS (4) and muscle glucose 
utilization (17). We have now demonstrated that brain GLP-1 signaling conversely decreased 
NOS activity and prevented the vasodilatory effect of insulin in a glucose-dependent manner. 
Hyperglycemia is absolutely required for the control of GLP-1 action on glucose homeostasis 
(6) and recent data showed that brain glucose sensing requires ROS signaling. The transient 
increase from 5 to 20 mmol/l glucose increased ROS concentration in hypothalamic slices ex 
vivo, which is reversed by adding antioxidants (26). In our in vivo experimental condition, i.e. 
three hours of hyperglycemia and hyperinsulinemia, the ROS concentration was reduced in 
the hypothalamus. This could be the consequence of a decrease in ROS production rather than 
an increase antioxidant activity or both. Our current data extend these findings by 
demonstrating that a) exogenous GLP-1R activation markedly reduces glucose-dependent 
ROS generation and b) basal endogenous GLP-1R signaling is required for the transmission 
of the signal linking hyperglycemia to diminished ROS generation.  
In conclusion, the central nervous system is tightly involved in the integrated control 
of blood glucose and cardiovascular homeostasis. We have shown that central GLP-1 
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signaling is a molecular mechanism linking both metabolic and cardiovascular functions. 
Recently, two new therapeutic strategies based on GLP-1 have been approved for the 
treatment of diabetes. One involves GLP-1 receptor activation using GLP-1R agonists such as 
exendin-4. The second mechanism involves the prevention of endogenous GLP-1 degradation 
by the use of inhibitors of the GLP-1 degrading enzyme Dipeptidyl Peptidase-4 (DPP-4). 
Although both strategies lead to similar reduction of HbA1c in patients with type 2 diabetes, it 
seems reasonable to postulate that GLP-1R agonists and DPP-4 inhibitors may produce 
different effects on brain mechanisms regulating glucose homeostasis and cardiovascular 
function, an issue that will be important to address in future studies.  
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Figure legend 
 
Figure 1: Hyperinsulinemia controls arterial blood flow, heart, and whole body glucose 
utilization rates in mice. 
Percent changes from baseline of mean arterial femoral blood flow (A) and heart rates 
(B) during 3-hours of hyperinsulinemic euglycemic conditions where aCSF (closed squares) 
or Ex4 (open squares) was simultaneously infused into the brain of awake free moving 
C57BL/6 J wild-type mice. In a subset of wild-type mice, where aCSF was infused into the 
brain, i.v. saline was simultaneously infused instead of glucose (Control group, closed 
circles). Data are mean ± SE for 6-7 mice per group and significantly different between the 
control group and the two other groups (P<0.05). In C), whole body glucose utilization rate, 
GIR (mg/kg.min), was calculated in steady-state euglycemic hyperinsulinemic conditions 
(5.5mM) in mice infused with aCSF or Ex4 into the brain. Mean ± SE are shown for 6-7 mice 
per group. 
 
Figure 2: Brain Exendin 4 controls arterial blood flow, heart rate, and whole body 
glucose utilization in normal mice during hyperglycemia. 
Percent changes from baseline of mean arterial femoral blood flow (A) and heart rates 
(B), during 3-hours in hyperinsulinemic hyperglycemic conditions where aCSF (closed 
squares) or Ex4 (open squares) was simultaneously infused into the brain of C57BL/6 J wild-
type mice. Data are mean ± SE for 7 mice per group and significantly different from each 
other for blood flow data.  In C), whole body glucose utilization rate, GIR (mg/kg.min), was 
calculated in steady-state hyperglycemic hyperinsulinemic conditions (20 mM) in mice 
infused with aCSF or Ex4 in the brain. Mean ± SE  for 7 mice per group is shown. *P<0.01 
versus icv aCSF-infused mice. In D) and E) mean blood flow and heart rates are shown as a 
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percent from baseline in wild-type mice studied in the presence of a brain infusion of 
Exendin-4 (Ex4; square), Exendin-9 (Ex9; diamond) or aCSF (circle). Data are mean ± SE for 
7-12 mice per group.  
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Figure 3: Brain GLP-1 receptor inactivation modulates arterial blood flow, heart rate, 
and whole body glucose utilization in mice. 
Percent changes from baseline of mean arterial femoral blood flow (A) and heart rates (B) 
during 3-hours in hyperinsulinemic hyperglycemic conditions where aCSF was infused in the 
brain of wild-type (WT, closed squares) or GLP-1 receptor knockout mice (KO, open circles), 
or in WT infused with Ex9 into the brain (diamonds). Data are means ± SE for 5-7 mice per 
group. Statistical significance was determined between mice infused with EX9 or aCSF and 
between GLP-1 R KO mice and wild-type mice infused with aCSF, p<0.05 for the mean 
blood flow data only. In C), whole body glucose utilization rate, GIR (mg/kg.min), was 
calculated in steady-state hyperglycemic hyperinsulinemic conditions (20mM) in wild-type 
mice infused with aCSF or Ex9 in the brain and in GLP-1 receptor knockout mice (KO). 
*P<0.05 versus icv aCSF- infused KO mice. 
 19
 
Figure 4: Correlations between femoral arterial blood flow and whole body glucose 
utilization rates under hyperglycemic conditions.  
The maximal blood flow rates (%) calculated during the hyperinsulinemic hyperglycemic 
clamp were plotted in A against the glucose infusion rate (GIR, mg/kg.min) for individual 
mice (n=25).  In B the mean values are represented for mice infused into the brain with Ex4 
(closed diamond), aCSF (closed circle), Ex9 (closed square) or in GLP-1 receptor knockout 
mice (KO, closed triangles). In C, individual data are presented for mice with active brain 
GLP-1R signaling (wild-type aCSF or Ex4-infused mice, n=14). In D, individual data is 
presented for mice where brain GLP-1 receptor signaling was blocked by Ex9 or in GLP-1R 
knockout mice (KO) (n=11). The Pearson r was calculated and a positive correlation was 
statistically significant when P<0.05.   
 20
 
Figure 5: Nitric oxide synthase activity and the concentration of reactive oxygen species 
are reduced in the hypothalamus of mice infused with Exendin-4 into the brain under 
hyperglycemic conditions. 
In A) Hypothalamic nitric oxide activity in hyperglycemic hyperinsulinemic conditions in 
wild-type mice are infused with Ex4 or aCSF into the brain. The mean of 5 mice per group is 
shown. *P<0.05 versus icv aCSF-infused mice. B) Reactive oxygen species (ROS, arbitrary 
units (AU)/mg of proteins) in euglycemic (5.5mM) or hyperglycemic (20 mM) conditions 
during an hyperinsulinemic clamp or during an intravenous saline infusion (saline) in wild-
type mice simultaneously infused with aCSF or Ex4 into the brain. GLP-1 receptor knockout 
mice (KO) were studied in hyperinsulinemic euglycemic or hyperglycemic conditions. Data 
are means ± SE for 5-14 mice per group. *P<0.05 versus icv aCSF-infused wild-type or GLP-
1 receptor knockout mice in hyperglycemic conditions.  
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Figure 6: A brain reactive oxygen species donor increases femoral arterial blood flow 
and reduces heart rate in a dose-dependent manner 
In A) the femoral arterial blood flow rate was recorded under basal conditions. aCSF or 
hydrogen peroxide (H2O2, low 2 nmol/min, and high 20 nmol/min) were infused in the lateral 
ventricle at the time indicated by the arrow. Statistical significance (p<0.05) was determined 
between mice infused with aCSF or H2O2. In B) the femoral arterial blood flow rate was 
recorded in hyperglycemic conditions and in the presence of Ex4 infused into the brain (arrow 
at -30 minutes). After 120 min, an infusion of hydrogen peroxide was performed in a separate 
group of mice (see arrow at 120 min, 20 nmol/min). aCSF infusion under the same 
experimental conditions did not modify the blood flow (not shown). In C) The mean heart 
rate was recorded simultaneously.  Data are mean ± SE for 5-7 mice per group.  
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Figure 7: Brain Exendin 4 infusion rapidly increases vagus nerve activity 
In A: Firing rate activity of the vagus nerve in microvolt/time shown before (t=0), and 5 (t=5), 
and 55 (t=55) minutes after the beginning of the icv aCSF (A) or Ex4 (B) infusions. At 
completion of the experiment an intraperitoneal flash injection of acetylcholine chloride was 
performed as a positive control. In C the firing rate activity was quantified by assessing the 
number of spikes per minute and represented in % of change versus T0 in aCSF (dark bars) 
and Ex4 infused mice (open bars). * significantly different from aCSF infused mice when 
p<0.05. 
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Nous rapportons pour la première fois les effets hémodynamiques de l’insuline 
perfusée par voie intraveineuse ou intracérébroventriculaire chez la souris éveillée. 
 
Chez la souris saine, l’hormone perfusée par voie systémique augmente le flux 
sanguin artériel fémoral des animaux en conditions d’euglycémie. Ces résultats sont en accord 
avec ceux précédemment décrits chez les rats éveillés (252-253, 265). Dans ces études, 
l’hormone diminue la résistance vasculaire des vaisseaux de la patte arrière des rats.  
 
Dans notre étude, les effets vasodilatateurs de l’insuline systémique sont abolis chez 
les souris  dont le gène codant pour la eNOS est invalidé (phénotype eNOS-/-). Ce résultat est 
en accord avec de précédents travaux suggérant que les effets vasculaires de l’insuline 
impliquent une libération de NO par l’endothélium. En effet, l’hormone se fixe à son 
récepteur exprimé sur la cellule endothéliale et active la voie de la PI-3 kinase et l’enzyme 
eNOS sur des cellules endothéliales en culture (190). In vivo, chez l’homme sain, les effets 
vasodilatateurs de l’hormone perfusée par voie systémique au cours des clamps 
euglycémiques sont prévenus par la perfusion intraveineuse de L-NMMA un inhibiteur de 
NOS non spécifique (199-200, 266).  
 
 Les effets vasodilatateurs périphériques de l’insuline sont abolis chez les souris 
diabétiques. Ces résultats sont en accord avec une précédente étude réalisée chez des sujets 
atteints d’un diabète montrant que les effets vasculaires de l’insuline perfusée par voie 
intraveineuse sont altérés au cours d’un clamp euglycémique (201, 203). Ces altérations 
peuvent impliquer une diminution de la production ou la biodisponibilité du NO. En effet, le 
diabète est associé à une dysfonction endothéliale (204): l’hyperglycémie chronique (267) et 
la dyslipidémie (268-270) affectent la libération de NO par l’endothélium en réponse à 
l’action de l’insuline. L’altération des effets vasculaires de l’insuline chez la souris diabétique 
contribuerait à l’insulinorésistance chez ces animaux. D’autres mécanismes contrôlant le 
transport musculaire du glucose peuvent aggraver l’insulinorésistance (165-169) quand ils 
sont altérés. En effet, dans notre étude, l’expression de la eNOS est diminuée d’∼50% dans le 
muscle squelettique (Vastus Lateralis) des souris diabétiques à l’état nourri (donnée non 
montrée). Cette anomalie diminuerait le transport du glucose dans le muscle et aggraverait 
l’insulinorésistance. 
 
Par ailleurs, nous montrons pour la première fois que la perfusion cérébrale d’insuline 
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augmente le flux artériel fémoral chez les souris saines. De précédentes études réalisées chez 
le rat (251) suggèrent que le NO pourrait être un médiateur des effets centraux de l’insuline. 
En accord avec ces observations, les effets vasodilatateurs en réponse à la perfusion cérébrale 
d’insuline sont abolis chez la souris eNOS-/-. Concrètement, l’hyperinsulinisme cérébrale 
provoque une vasoconstriction. De manière similaire, la co-perfusion de L-NMMA et 
d’insuline dans le ventricule latéral des souris saines diminue le flux artériel fémoral. La 
complémentation cérébrale en NO des souris eNOS-/- restaure les effets cardiovasculaires 
comme ceux observés chez la souris saine en réponse à l’action de l’insuline cérébrale. Ces 
résultats suggèrent que la eNOS du tissu endothélial cérébral est une cible d’action de 
l’insuline. Chez les souris diabétiques, l’insuline perfusée par voie cérébrale ne modifie pas le 
flux artériel fémoral ; nous avons montré que cette altération est associée à une diminution de 
l’expression et l’activation de la eNOS dans l’hypothalamus. Nous ne trouvons pas 
d’explication à l’effet vasoconstricteur de l’insuline observé chez les eNOS-/- et en réponse à 
la perfusion cérébrale de L-NMMA chez la souris sauvage. Dans ces conditions 
expérimentales, il est possible que l’insuline active d’autres mécanismes ou voies de 
signalisation déterminant des effets vasoconstricteurs. 
 
L’insuline perfusée dans le cerveau des souris saines augmente le rythme cardiaque 
des animaux. Cet effet est décrit chez le rat (245, 271). Il semble être contrôlé par une 
libération de NO puisque nos résultats montrent que la tachycardie en réponse à l’action de 
l’insuline cérébrale est prévenue par la perfusion cérébrale de L-NMMA. Cette observation 
est en accord avec des précédentes études réalisées chez le rat éveillé ou anesthésié montrant 
que le NO perfusé dans le ventricule cérébral stimule le rythme cardiaque des animaux (259-
260).  
 
Nous pensons que l’insuline perfusée dans le cerveau active des nerfs autonomes 
sympathiques. Cette hypothèse est confortée par nos résultats montrant que l’injection 
intraveineuse du propranolol, un β1-bloquant, abolit la tachycardie en réponse à la perfusion 
cérébrale d’insuline. Cependant, la tachycardie observée chez nos souris peut être en partie 
provoquée par une diminution de la pression artérielle (baroreflexe) en réponse à la perfusion 
cérébrale d’insuline. Cette observation est en accord avec une précédente étude montrant que 
l’insuline perfusée dans le ventricule latéral des rats anesthésiés a une action hypotensive 
(210). 
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La perfusion systémique d’insuline au cours des clamps eugly-ou hyperglycémiques 
augmente le rythme cardiaque des souris. Cet effet est observé chez les rats anesthésiés et 
clampés en euglycémie (209). Ils peuvent miroiter les effets sympathicoactivateurs de 
l’insuline et semblent être contrôlés par le NO. En effet, le NO stimule le rythme cardiaque 
chez l’Homme sain en réponse à l’injection systémique d’un agoniste β-adrénergique ; cet 
effet est prévenu par l’injection intraveineuse de L-NMMA (272). En accord avec ces 
observations, nos résultats montrent que le rythme cardiaque des souris eNOS-/- et 
diabétiques n’est pas modifié en réponse à l’action de l’insuline systémique. De plus, chez les 
souris diabétiques à l’état nourri, l’expression de la eNOS ainsi que sa forme active (P-eNOS 
sur un résidu sérine 1177) est diminuée d’∼50% dans les ventricules cardiaques (données non 
montrées). D’un autre côté, il est possible que la tachycardie observée dans le groupe de 
souris saines (groupe NC, Normal Chow) soit provoquée par une diminution de la pression 
artérielle (baroréflexe) en réponse à l’action de l’insuline systémique. Les souris eNOS-/- et 
diabétiques sont physiologiquement hypertendues (205, 208) et comme l’insuline n’a pas eu 
d’effet vasodilatateur sur l’artère fémorale, il est possible que la pression artérielle ne soit pas 
modifiée chez ces animaux au cours du clamp euglycémique. Ce dernier effet pourrait 
expliquer que le rythme cardiaque ne soit pas modifié dans ces deux groupes. 
 
Les effets cérébraux de l’insuline chez la souris saine sont associés à une 
vasodilatation de l’artère fémorale. Il est possible qu’un médiateur soit libéré dans la 
circulation systémique par le système nerveux autonome. Ce médiateur pourrait activer, par 
exemple, la eNOS de l’endothélium via l’activation des récepteurs β (273-274). Cette 
hypothèse est en accord avec nos résultats montrant que le propranolol, un β-bloquant abolit 
la vasodilatation en réponse à l’action de l’insuline cérébrale. D’autres résultats obtenus lors 
de notre étude, confortent l’implication des récepteurs β. En effet, nous avons montré que 
l’acétylcholine a un effet vasoconstricteur sur le tonus de l’artère fémorale de la souris saine 
puisque l’injection d’un antagoniste du récepteur muscarinique périphérique, la 
méthylatropine, augmente le flux sanguin artériel fémoral des souris à l’état basal. A l’opposé, 
l’injection du propranolol diminue le flux artériel fémoral : cette observation suggère que les 
catécholamines ont plutôt un effet vasorelaxant sur le tonus de base de l’artère. Nous ne 
connaissons pas l’importance relative de la branche cholinergique par rapport à celle de la 
branche sympathique sur le contrôle de la vasodilatation de l’artère fémorale en réponse à 
l’action de l’insuline cérébrale (275). Cependant ces observations sont en faveur d’un rôle 
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potentiel joué par les catécholamines et notamment l’adrénaline (276) dans la vasodilatation. 
Ils vont en l’encontre d’une précédente étude réalisée chez le rat éveillé démontrant que le 
tonus cholinergique participe au contrôle des effets vasodilatateurs de l’insuline perfusée au 
cours d’un clamp euglycémique. En effet, la perfusion d’atropine en association à l’insuline a 
prévenu la vasodilatation de la patte arrière des animaux pendant toute la durée du clamp 
(252).  
 
Au cours du diabète, nous avons montré que les effets cardiovasculaires de l’insuline 
perfusée par voie cérébrale sont altérés. Pour ce qui est des mécanismes moléculaires, nous 
avons observé une diminution de l’expression protéique de la eNOS ainsi que sa forme active 
dans l’hypothalamus des souris non à jeun. Cette observation est en accord avec une 
précédente étude montrant une diminution du contenu en eNOS dans les cellules endothéliales 
du cœur des rats diabétiques (277). Dans notre modèle, l’altération de l’activation de la eNOS 
est en partie liée à une diminution de l’activation d’AKT en réponse à l’action cérébrale de 
l’insuline. Cependant d’autres mécanismes liés au régime gras peuvent aussi diminuer 
l’activation et donc la production de NO par la eNOS. En effet, il est observé dans une étude 
une anomalie fonctionnelle d’association des dimères d’eNOS dans les cellules endothéliales 
de vaisseaux de souris ayant développé un diabète au bout d’un mois de régime gras (HFD) 
(278). La dimérisation étant nécessaire pour que l’enzyme synthétise du NO en réponse à 
l’insuline ; les monomères d’eNOS non associés sont dits découplés et constituent alors une 
source d’anion superoxyde (stress oxydant) capable de diminuer la biodisponibilité du NO en 
s’associant à celui-ci pour former du peroxynitrite. 
 
Nous rapportons pour la première fois les effets hémodynamiques du GLP-1 cérébral 
sur le flux sanguin artériel fémoral et le rythme cardiaque des souris saines et éveillées dans 
des conditions d’eugly-ou hyperglycémie. Ces résultats sont corrélés à la sensibilité des tissus 
périphériques à l’action de l’insuline systémique pour l’utilisation du glucose. Nous montrons 
que le GLP-1 diminue le flux sanguin artériel fémoral des animaux en condition 
d’hyperglycémie, observation corrélant avec l’insulinorésistance observée en même temps 
chez ces souris et précédemment publiée par notre laboratoire (74). Nos études montrent aussi 
que la signalisation au récepteur au GLP-1 cérébral est nécessaire pour contrôler la 
vasoconstriction périphérique. En effet, les effets vasodilatateurs de l’insuline systémique 
s’avèrent accrus chez les souris GLP-1 R-/- et celles de phénotype sauvage recevant 
l’antagoniste du récepteur au GLP-1 dans le cerveau ; dans ces conditions on observe une 
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augmentation de la sensibilité des tissus périphériques à l’action de l’insuline, résultats en 
accord avec de précédents travaux réalisés dans notre laboratoire (74). 
 
Des études précédentes ont observé que le GLP-1 ou ses agonistes perfusés en 
intracérébroventriculaire ou par voie intraveineuse augmentent le rythme cardiaque et la 
pression artérielle des rats anesthésiés (80-81, 136-137).Ces effets ont été prévenus par la 
perfusion cérébrale d’exendine-9. Ces observations suggèrent que le GLP-1 possède des effets 
vasoconstricteurs. Il est intéressant de mesurer les variations de pression artérielle chez les 
souris de phénotype sauvage recevant le GLP-1 ou le véhicule cérébral au cours d’un clamp 
hyperglycémique. La pression artérielle étant le reflet de l’équilibre cardiovasculaire instauré. 
 
Nous avons observé que l’exendine-4 perfusée par voie cérébrale n’augmente pas les 
effets chronotropes de l’insuline sur le rythme cardiaque chez la souris clampée en eugly-ou 
hyperglycémie. De plus les effets cardiaques de l’insuline ne sont pas prévenus par 
l’exendine-9. Il est possible que dans la régulation du rythme cardiaque, les effets 
systémiques de l’insuline prévalent sur ceux du GLP-1.  
 
Dans notre étude, l’exendine-4 perfusé dans le cerveau des souris saines et 
anesthésiées active le nerf vague. Ce résultat est en accord avec de précédents travaux 
montrant que les effets cardiovasculaires engendrés par les agonistes du récepteur au GLP-1 
perfusés seuls par voie intracérébroventriculaire chez le rat anesthésié sont prévenus par une 
vagotomie bilatérale (136, 138). Ainsi, l’information cérébrale serait transmise aux tissus 
périphériques par le nerf vague. Cependant il serait intéressant de compléter ces données avec 
des résultats de mesure d’activité nerveuse vagale au cours d’un clamp hyperinsulinémique 
hyperglycémique en réponse à la perfusion cérébrale d’exendine-4. Dans ces conditions, on 
peut aussi investiguer la part de la composante sympathique sur le contrôle des réponses 
vasoconstrictrices en réponse au GLP-1 cérébral. En effet, se dernier active dans ces 
conditions des neurones à catécholamines du tronc cérébral (137).  
 
In vitro, l’augmentation transitoire de la concentration en glucose de 5mM à 20mM 
dans le milieu d’incubation augmente la production de ROS sur des coupes d’hypothalamus; 
cet effet est reversé en présence d’antioxydants (112). Nos résultats montrent au contraire une 
diminution de la production de ROS dans l’hypothalamus en réponse à la perfusion cérébrale 
d’exendine-4 chez des souris clampées pendant trois heures en conditions hyperglycémiantes. 
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Les effets observés sont reversés chez les souris GLP-1 -/- et celles de phénotype sauvage 
recevant le véhicule cérébral et clampées en hyperglycémie. Cette observation n’a pas été 
décrite dans la littérature. Parmi les mécanismes moléculaires, il est possible que l’exendine-4 
active des régulateurs cellulaires augmentant les capacités des systèmes antioxydants pour 
diminuer la production de ROS. Cependant une étude montre que la perfusion intraveineuse 
de GLP-1 (7-36)amide à des sujets sains diminue le métabolisme du glucose radiomarqué (2- 
[F-18]- fluoro deoxy-D-Glucose, ou FDG) dans l’hypothalamus et le tronc cérébral (29). Il 
diminue la métabolisation du FDG en FDG-6-phosphate ; ce dernier est le produit terminal du 
métabolisme du glucose radiomarqué. Cet effet du GLP-1 cérébral pourrait expliquer en partie 
la diminution de la production de ROS et suggère que pour diminuer le métabolisme du 
glucose, le GLP-1 agit sur le transport du glucose et/ou la phosphorylation de ce sucre par la 
glucokinase. En conclusion, ces observations suggèrent que le récepteur au GLP-1 contrôle la 
production de ROS en conditions hyperglycémiantes. Ce contrôle pourrait participer 
indirectement au contrôle de la réponse vasculaire périphérique. 
 
Par ailleurs, nous avons observé une diminution de l’activité NOS totale 
hypothalamique chez les souris de phénotype sauvage recevant l’exendine-4 et clampées en 
conditions hyperglycémiantes. Ce résultat est en accord avec une diminution de la 
biodisponibilité du NO cérébral et expliquerait en partie les effets vasoconstricteurs du GLP-1 
cérébral. Cet effet n’est pas décrit dans la littérature. 
  
Par la suite, nous avons observé que le GLP-1 cérébral active la protéine kinase C dans 
l’hypothalamus des souris saines clampées en hyperglycémie. Cet effet n’est pas décrit dans 
la littérature. Cependant, nous savons que la protéine kinase C est activée en condition 
d’hyperglycémie (118) et régule la production de NO par l’endothélium en réponse à l’action 
de l’insuline (192). Il est possible que cette activation prévienne l’activation de la eNOS 
hypothalamique en réponse à l’action de l’insuline et médie des effets vasoconstricteurs. 
 
Nous rapportons aussi pour la première fois une augmentation de l’activité endogène 
de la protéine kinase C au cours du diabète de type II dans l’hypothalamus de souris. Cette 
activation peut être liée à l’hyperglycémie ou à la consommation quotidienne d’acide gras 
(nourriture HFD) (196, 279). Dans ce modèle, la protéine kinase C activée pourrait inhiber à 
la fois l’activation et l’expression de la eNOS endothéliale dans l’hypothalamus de souris en 
réponse à l’action de l’insuline et aggraver l’insulinorésistance. 
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En conclusion, nous avons montré que l’insuline sécrétée à l’issu d’un repas contrôle 
l’utilisation du glucose systémique selon un mécanisme auquel participe les fonctions 
vasculaires. Au cours du diabète, il existe une dysfonction endothéliale, une hypertension 
artérielle et une anomalie du métabolisme glucido-lipidique. Cette triade, définissant le 
syndrome métabolique, a des effets délétères sur l’homéostasie énergétique et pour 
mécanisme commun un défaut de libération de NO endothélial en réponse à l’action de 
l’insuline. Ainsi au cours du diabète de type II, l’hyperinsulinisme chronique stimule des 
voies de signalisations antagonistes et induit des effets vasoconstricteurs aggravant 
l’insulinorésistance. Le GLP-1 est sécrétée dans le cerveau lors de l’arrivée du bol alimentaire 
dans le tube digestif. Il a des effets opposés à ceux de l’insuline systémique lorsque la 
glycémie s’élève au cours du repas. Par ce mécanisme, il régulerait le flux de glucose sanguin 
vers les muscles en diminuant la vasodilatation stimulée par l’insuline systémique. Cependant 
il possède aussi des effets hypertenseurs. Au cours du diabète, le GLP-1 serait sécrété en 
permanence dans le cerveau en réponse à l’état chronique d’hyperglycémie et aggraverait 
l’insulinorésistance et la maladie diabétique. 
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Des expériences complémentaires s’avèrent intéressantes pour conforter les 
hypothèses avancées. Pour ce qui est des études se rapportant à la protéine kinase C (PKC), 
nous proposons de caractériser l’isoforme de l’enzyme qui est activée dans l’hypothalamus au 
cours du diabète et en réponse à l’action du GLP-1 cérébral en condition d’hyperglycémie 
(chez la souris saine). Nous proposons aussi d’étudier les effets vasculaires et métaboliques 
d’une co-perfusion cérébrale d’exendine-4 associée à un d’inhibiteur pharmacologique de la 
PKC au cours des clamps hyperglycémiques. Nous étudierons aussi les effets de la perfusion 
cérébrale d’exendine-9 au cours d’un clamp eug- ou hyperglycémique chez la souris 
diabétique : on mesurera l’activité PKC hypothalamique, la vasodilatation et l’utilisation du 
glucose par les muscles. Par ailleurs, il serait intéressant d’identifier la région du cerveau 
(hypothalamus ou tronc cérébral) impliquée dans le contrôle des effets hémodynamiques 
observés. On injectera, chez des souris GLP-1 R KO, un adénovirus portant le gène du 
récepteur au GLP-1 à un endroit bien spécifique du cerveau à l’aide d’un appareil 
stéréotaxique.  
 
 
Les sujets atteints de diabète développent des complications liées à la maladie dont la 
neuropathie autonome (280). La dysautonomie peut altèrer les effets vasculaires des stimuli 
endocriniens comme l’insuline (281), et aggraver l’état d’insulinorésistance de ces patients. 
Une autre perspective intéressante serait d’étudier chez les sujets diabétiques, l’importance 
du rôle joué par le système nerveux autonome (SNA) dans la régulation de la glycémie en 
réponse à l’action systémique de l’insuline. Ainsi des études de corrélation entre 
vasodilatation, insulinorésistance et neuropathie autonome permettront de mesurer l’impact de 
la dysautonomie (sympathique ou parasympathique) sur la vasodilatation et l’équilibre 
glycémique. 
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1-Mesure du débit sanguin artériel chez la souris  
 
Au cours de mon doctorat, j’ai mis en place une technique de mesure du flux sanguin 
artériel de l’artère fémorale chez la souris éveillée. Cette technique permet de travailler chez 
l’animal éveillé et mesurer en temps réel le débit sanguin (en ml/min) et le rythme cardiaque 
(en battements/min) des animaux. L’équipement est simple d’utilisation et relativement peu 
encombrant : il est constitué de sondes à ultrasons implantables à demeure et d’un débitmètre 
modèle T403 (Transonic, Emka Technologies, France). Ce dernier est relié à la sonde portée 
par la souris grâce à un connecteur mesurant plus de 30 cm de long (figures-1 et 2). La souris 
est placée dans sa cage dans une ambiance calme et sans bruits. Les enregistrements sont 
effectués grâce au programme du logiciel IOX (Emka Technologies, France), et représentés 
sur les figures 3 et 4 ci-dessous. 
 
 
Figure -1- Sonde à ultrasons placée autour de l’artère fémorale de souris 
La sonde ressort au dos de la souris sous la forme d’un bouton cutané fixé à la peau avec un fil (prise 
mâle) ; le jour de l’enregistrement ce bouton est relié au débitmètre par un connecteur de plus de 30cm 
de longueur (prise femelle). 
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Figure -2- Dimensions de la sonde à ultrasons pour artère fémorale de souris. 
 
Figure -3- Enregistrement du flux sanguin et du débit cardiaque par le logiciel IOX 
MeanF=débit moyen, MaxF= débit maximal et MinF=débit minimal en ml/min; HR, Heart Rate ou 
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rythme cardiaque de la souris.  
 
Figure -4- Ondes pulsatiles correspondant au déplacement du sang dans l’artère 
fémorale de souris. Sont reportés les valeurs (minimum, MinF), max (maximum, MaxF), ou mean 
(moyenne, MeanF) du flux sanguin artériel en ml/min. Le programme calcule aussi le rythme 
cardiaque (HR, Heart Rate, fig-3) estimé à partir du nombre de signaux comptés sur un intervalle de 
temps donné. 
 
 Nous avons mesuré la réponse dilatatrice de l’artère fémorale en réponse à une 
injection aiguë de nitroprussiate de sodium fraîchement dissout dans de l’eau stérile. Trente 
microlitres environ de produit sont injectés, en moins d’une minute, dans la veine jugulaire 
droite de la souris non anesthésiée (poids ~30gr). Les résultats sont reportés dans la figure 5 
ci-dessous : 
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Figure -5- Etude des variations du flux sanguin artériel fémoral (débit ml/min) en 
réponse à une injection aiguë de nitroprussiate de sodium dans la veine jugulaire droite 
chez la souris éveillée. La valeur de base est d’~0,5 ml/min. 
 
Le nitroprussiate de sodium est un puissant vasodilatateur. L’effet est rapide, bref et 
dose dépendant. Des résultats similaires sont observés chez la souris. La dernière dose 
provoque une vasodilatation maximale (~100% par rapport à la valeur de base) et un arrêt 
cardiaque (choc cardiovasculaire). 
 
2-Animaux 
 
Les animaux sont placés individuellement après chaque chirurgie. Ils ont libre accès à 
l’eau et aux aliments. Ils sont élevés en cycle normal (jour : 8h00- nuit : 20H00) où règne une 
température ambiante de 21-22°C jusqu’à leur expérimentation. Les animaux transgéniques 
eNOS-/- et GLP-1 R -/-, de fond génétique C57BL6J, sont obtenus par reproduction de 
couples homozygotes issus de notre élevage. Des groupes de souris C57BL6J âgées de 4 
semaine sont nourris avec une alimentation normale [ou NC (Normal Chow Diet) ; SAFE, 
Epinay sur Orge, France ; 12% de gras, 28% de protéines, et 60% de sucres ; pauvre en 
nitrates] ou riche en gras diabétogène, [HFD (High Fat Diet) ; SAFE, Epinay sur Orge, 
France ; 72% de gras de maïs et de lard, 28% de protéines, et <1% de sucres] durant 16-18 
semaines. Plus de 80% des souris nourries au HFD deviennent diabétiques au bout de 1-2 
mois de régime gras (152).  
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3- Procédures chirurgicales 
 
Le flux sanguin est mesuré au cours de la perfusion intracérébroventriculaire (icv) 
d’insuline (1mU.kg-1.min-1) ou des clamps hyperinsulinémiques comme décrit dans de 
précédents travaux (74, 229). Brièvement, un cathéter (Charles River Laboratories, Les 
Oncins, France) est placé dans le ventricule latéral des souris à l’aide d’un appareil 
stéréotaxique (-0,2 antéropostérieur, -1 latéral, -1,7 profondeur). Le cathéter est fixé sur le 
crâne par du cément dentaire. Dix jours après, un autre cathéter est placé dans la veine 
jugulaire droite ou la veine fémorale gauche des animaux; le restant du cathéter est introduit 
sous la peau pour être fixé au dos de l’animal avec une agrafe. Après trois jours de 
récupération, une sonde à ultrasons est instaurée autour de l’artère fémorale droite de la 
souris, et est fixée à demeure au muscle squelettique. Le reste du corps de la sonde est 
introduit sous la peau pour être fixé au dos de l’animal. Les chirurgies sont effectuées sous 
anesthésie générale avec un mélange gazeux oxygène-isoflurane. Les enregistrements des flux 
sanguins sont effectués trois jours après l’implantation de la sonde sur des souris à jeun 
depuis au moins 8h-10h (toute la nuit). Les animaux n’ayant pas récupéré ou ayant perdu du 
poids après chaque chirurgie sont écartés de l’expérimentation (~ 15% des animaux). 
 
3-1-Perfusions et enregistrement des valeurs 
 
Le jour de l’expérimentation, la sonde est reliée au débitmètre. L’animal est placée 
dans sa cage et peut se mouvoir librement. Le rythme cardiaque et le flux sanguin sont 
enregistrés pendant 30minutes avant de commencer les perfusions.  
                  
         3-1-1-Perfusions intracérébroventriculaires 
 
                   Insuline 
 
Un bolus de 5µl d’insuline (1mU.kg-1.min-1, Actrapid 100U/ml ; NovoNordisk, 
Bagsvaerd, Danemark), suivi d’une perfusion continue à un débit de 12µl/h est réalisée avec 
du liquide cérébrospinal artificiel (aCSF) extemporanément fabriqué dans notre laboratoire et 
constitué de la composition ionique suivante : pH= 7,35, 144mmol/l Na+, 146mmol/l Cl-, 
3mmol/l K+, 1mmol/l Mg2+, 1,5mmol/l Ca2+ et 1,2mmol/l PO4-. D’après une étude antérieure 
réalisée dans notre laboratoire, ces conditions expérimentales ne modifient pas l’insulinémie 
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(229). Le groupe contrôle a reçu le véhicule dans les mêmes conditions expérimentales. Au 
total la perfusion cérébrale a duré 3h00.  
 
                   Exendines 
 
Les perfusions intracérébroventriculaires d’exendine-4 (agoniste) ou -9 (antagoniste) 
sont démarrées 30minutes avant de commencer le clamp puis, sont continuées jusqu’à la fin 
du clamp. Le débit de perfusion de l’agoniste ou antagoniste est de 0,5pmol/kg.min comme 
précédemment décrit (74). Le groupe contrôle reçoit le véhicule (aCSF). 
 
                  NO et NG- monométhyl –L – arginine (L-NMMA) 
 
Un donneur de NO à libération lente est perfusé lentement dans le ventricule latéral 
des souris durant 3 heures, seul ou en association avec l’insuline (SIN-1 ; Sigma, St Quentin 
Fallavier, France). Le SIN-1 est dissout extemporanément dans l’aCSF et, est ensuite perfusé 
à un débit de 4nmol/min comme précédemment décrit (259).  
Le NG- monométhyl –L – arginine (L-NMMA), un inhibiteur non spécifique de NOS, 
est dissout de manière extemporanée dans l’aCSF et ensuite perfusé à un débit de 0,16µg/min 
comme précédemment décrit (251). Le LNMMA est lentement perfusé pendant 30minutes 
dans le ventricule cérébral des souris avant de commencer la perfusion d’insuline cérébrale 
durant 3heures en association au L-NMMA.  
         
 Peroxyde d’hydrogène (H202) 
 
Le peroxyde d’hydrogène est perfusé dans le ventricule latéral des souris au début de 
la troisième heure du clamp hyperglycémique et hyperinsulinémique. Il est extemporanément 
dilué dans un tampon phosphate ou PBS (Phosphate Buffer Saline, pH=7,2) puis perfusé à un 
débit de 2,1 ou 21nmol/min (264). Brièvement, 2µl de H202 sont injectés dans le ventricule 
latéral des animaux suivis d’une perfusion continue à un débit de 12µl/h. La perfusion a duré 
1 heure.    
 
     3-1-2-Clamps  
 
Des clamps hyperinsulinémiques sont réalisés afin d’étudier les actions biologiques du 
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GLP-1 cérébral (ou de son antagoniste) sur la vasomotricité périphérique et la sensibilité des 
tissus à l’action de l’insuline systémique selon les conditions d’équilibre glycémique (5,5mM 
ou 20mM). Les effets cérébraux du GLP-1 et de son antagoniste sont étudiés au cours des 
clamps euglycémiques et hyperglycémiques. Brièvement, l’insuline est perfusée à un débit 
constant de 18mU/kg.min (2µl/min) durant 3heures à travers le cathéter veineux fémoral. 
Chaque 10 minutes, le sang est prélevé à la queue de la souris et la glycémie est mesurée par 
un glucomètre. Elle est rapidement ajustée à 5,5mM ou 20mM à l’aide d’une perfusion de 
glucose qui se mélange avant l’arrivée dans le cathéter fémoral à la solution d’insuline grâce à 
un mélangeur. Le groupe contrôle est perfusé par du NaCl 0,9% durant 3 heures à un débit 
exactement identique à celui de la perfusion de glucose et d’insuline. La glycémie est aussi 
contrôlée au cours de cette perfusion.  
 
A la fin des perfusions intracérébroventriculaires et/ou intraveineuses (figure-6), les 
souris sont euthanasiées par dislocation cervicale puis décapitées et le cerveau séparé du crâne 
en moins de 15 secondes pour être placé dans un moule (World Precision Instruments, 
Stevenage, U.K) refroidi à l’azote liquide. L’hypothalamus est rapidement prélevé et congelé 
à -80°C en moins d’une minute. La correcte implantation de la sonde à ultrasons est validée 
au cours des expérimentations par l’injection intraveineuse de nitroprussiate de sodium à des 
souris (10mg/kg, 25-40µl).  
 
 
 
Figure-6- Souris portant un cathéter intracérébral et intrafémoral et une 
sonde à ultrasons de Transonic. 
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3-1-3-Injection intraveineuse de méthylatropine ou propranolol 
 
Trente minutes après le commencement de la perfusion cérébrale d’insuline, la 
méthylatropine, un antagoniste des récepteurs muscariniques qui ne passe pas la barrière 
hématoencéphalique, ou le propranolol, un antagoniste des récepteurs β adrénergiques sont 
injectés dans la veine jugulaire droite. Un milligramme par kilo de poids d’animal est 
brièvement injectée sur 3minutes à la vitesse de 30µl/min (256). 
 
4- Mesure de la pression artérielle 
 
La pression artérielle est enregistrée en continu chez la souris éveillée recevant 
l’insuline ou le véhicule (aCSF) dans le ventricule latéral. Brièvement, le jour de 
l’expérimentation, un cathéter héparinisé est introduit dans la carotide des souris portant un 
cathéter cérébral depuis plus de 5 jours. Le restant du cathéter est introduit sous la peau et fixé 
au dos pour être relié à un capteur de pression (208). Pour la chirurgie, la souris est 
anesthésiée à l’halothane. Les perfusions cérébrales ont commencé au moins 5-6h après la fin 
de la chirurgie. Ces mesures sont effectuées dans le cadre d’une collaboration avec le 
laboratoire du Professeur Urs Scherrer. 
 
5- Mesure de l’activité du système nerveux autonome 
 
Des souris portant un cathéter intracérébroventriculaire depuis 5 jours, sont 
anesthésiées avec l’isoflurane et placées une cage de Faraday sur une table chauffante 
maintenue à 37°C Le nerf vague est isolé de la carotide au niveau de la trachée et une 
électrode monopolaire en platine, recouverte de téflon (diamètre 125µm, Phymep, Paris, 
France) est fixée sur le nerf. Une deuxième électrode est placée à la peau de l’animal comme 
référence. Les électrodes sont reliées à un système d’acquisition des données et 
d’amplification Powerlab 16/30, modèle ML136 (AD Instrument, Phymep, France). Le signal 
est filtré entre 0,1HZ et 1000 HZ et analysé par le logiciel Chart 5 (AD Instrument, Phymep). 
L’activité nerveuse est quantifiée chez la souris en mesurant le nombre d’évènements 
électriques (spikes) au dessus du bruit de fond. Les enregistrements sont effectués pendant 10 
minutes en basale puis pendant une heure lors de la perfusion cérébrale d’exendine-4 ou de 
véhicule (aCSF).  
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6- Dosage des espèces réactives dérivées de l’oxygène (ROS) dans l’hypothalamus de 
souris 
 
Le dosage des ROS dans le tissu hypothalamique est effectué selon la méthode de 
Szabados et collaborateurs (282). Brièvement, les hypothalami sont soigneusement 
homogénéisés et incubés avec 4µM de diacétate de dichlorodihydro-fluoresceine 
(H2DCFDA) dans un volume final de 0,5ml durant 30 minutes à 37°C. Le H2DCFD est 
oxydé en dichlorodihydro-fluoresceine fluorescente en présence d’H202. Cette molécule est 
classiquement utilisée pour le dosage des ROS intracellulaires. Après centrifugation, les ROS 
sont dosés sur 200µl de surnageant par fluorescence. L’intensité de la fluorescence est 
exprimée en unité arbitraire/mg de protéines. 
Ce dosage est effectué dans le cadre d’une collaboration avec Corinne Leloup 
(laboratoire de Luc Penicaud, Toulouse). 
 
7- Dosage de l’activité NOS totale hypothalamique 
 
Un kit de dosage de l’activité NOS basé sur la conversion de la 3H-L-arginine en 3H-
L-citrulline (Calbiochem, Darmstadt, Allemagne) par les NOS a été utilisé pour mesurer 
l’activité. Ce dosage est effectué dans le cadre d’une collaboration avec Nicolas Marsollier, 
Paris. 
 
8 -Western blot 
 
Les hypothalami des souris nourries sont prélevés immédiatement après dislocation 
cervicale et congelés à -80°C. Le cerveau est séparé du crâne et posé sur un moule 
préalablement trempé dans l’azote liquide de manière à arrêter toutes les réactions 
enzymatiques endogènes. 
 
Pour l’étude de l’activation d’AKT, l’insuline (1mU) ou l’aCSF sont injectés 
(injection « flash ») dans le ventricule latéral des souris à jeun. Les souris sont tuées par 
dislocation cervicale 5 minutes après la fin de la perfusion cérébrale et les hypothalami sont 
immédiatement prélevés et congelés comme décrit ci-dessus. Des études préliminaires 
réalisées dans notre laboratoire indiquent que le temps optimal pour étudier la 
phosphorylation hypothalamique d’AKT est de 5 minutes après injection de l’insuline dans le 
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ventricule latéral. 
 
Le jour du western blot, les hypothalami sont broyés dans un tampon de lyse froid 
(50mM Tris-HCl, pH=7,4, 1mM d’orthovanadate de sodium, 1% Triton X-100, 50mM NaF, 
0,2mM phénylméhylsulfonylfluoride (PMSF), 100mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA et 
1% Nonidet P-40) avec un mélange à 0,5% d’inhibiteurs de protéase (Roche Diagnostics, 
Meylan, France), puis sont « soniqués » à 4°C (~10-15sec, 1 pulsation seconde). Les 
homogénats sont extraits 2 heures en chambre froide dans le même tampon de lyse froid par 
rotation lente. Le surnageant est récupéré après centrifugation des homogénats à la vitesse de 
12 0000 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Après dosage des protéines par la technique de 
Bradford, utilisant la BSA (albumine de bœuf) comme standard interne (gamme étalon, 
système Bio-Rad) les échantillons sont été analysés selon la technique du SDS-PAGE. Nous 
avons déposé, sur le gel concentré à 8% en acrylamide, 80µg de protéines. Le contrôle interne 
de la eNOS est un mélange de cœur total (50%) et de tissu adipeux blanc (50%). Il est déposé 
séparément sur le gel. Après migration et séparation des bandes, les protéines sont transférées 
sur une membrane de PVDF (polyvinylidene difluoride membrane). Les membranes sont 
saturées durant 90 minutes à la température ambiante de la pièce avec du lait (5%) et incubées 
toute la nuit à 4°C avec un anticorps primaire polyclonal de lapin anti-eNOS (dilution 
1/1000 ; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) ou la forme phosphorylée sur le résidu 
(Ser 1177) de la eNOS (dilution 1/1000 ; Cell Signaling Technology, Ozyme, St Quentin 
Yvelines, France). L’actine (dilution 1/2000 ; Cell Signaling Technology) est utilisé comme 
contrôle interne de la quantité de protéines déposée. Les anticorps dirigés contre la forme 
totale AKT et active d’AKT : la phospho-AKT (Ser 473) sont dilués à 1/1000 (Cell Signaling 
Technology). Après trois lavages, les membranes sont incubées avec un anticorps (Ig G) 
polyclonal anti-anticorps de lapin conjugué à la peroxydase (dilution 1/10 0000 ; Amersham 
Biosciences Europe, Orsay, France) pendant au moins 2 heures. La révélation est faite grâce 
au système ECL (Amersham Biosciences, Europe) et exposition du film aux rayons X en 
chambre noire. Les bandes protéiques sont quantifiées grâce au logiciel Image Quant. 
 
9- Etude de l’activité de la protéine kinase C dans l’hypothalamus de souris 
 
Le dosage de l’activité PKC est réalisé sur la fraction protéique cytosolique ou 
membranaire des tissus hypothalamiques. Les hypothalami de souris sont broyés dans un 
tampon d’extraction froid (4°C) de composition suivante : 25mM Tris-HCl, pH= 7,4, sucrose 
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250mM, EGTA 1mM, EDTA 2mM, β-mercaptoethanol 10mM, leupeptine 1µg/ml,, 
aprotinine 1µg/ml, PMSF 1mM. Les homogénats sont centrifugés à 14000 g pendant 5 
minutes à 4°C de manière à récupérer le surnageant. Les cytosols sont obtenus à partir du 
surnageant après ultracentrifugation à 100 000g pendant 45 minutes à 4°C. Par la suite, les 
membranes sont dissoutes et soniquées à froid dans un tampon de même composition que 
celui décrit ci-dessus et contenant du triton 0,1%. Après ultracentrifugation à 100 000g 
pendant 30min à 4°C, la fraction protéique membranaire solubilisée est prélevée. Les 
protéines contenues dans chaque fraction sont dosées. L’activité PKC est déterminée à l’aide 
du KIT Promega. Brièvement, les échantillons protéiques (2µg) sont déposés sur un gel 
d’agarose à 0,8% ainsi qu’un contrôle interne positif et négatif de l’activité PKC. Le substrat 
fluorescent de l’enzyme est séparé élèctrophorétiquement (100V, 45 minutes) de la fraction 
non phosphorylée en raison de la phosphorylation qui lui confère une charge opposée à la 
fraction non phosphorylée. Les bandes sont interprétées quantitativement et qualitativement 
par spectrofluorimétrie à l’aide du logiciel ImageQuant 5.2. 
 
10-Prélèvement du plasma  
 
A la fin des perfusions intracérébroventriculaires et/ou intraveineuses le sang est 
collecté à l’aide d’un tube héparinisé au niveau du sinus rétro-orbital. Il est mélangé à 1µg/µl 
d’aprotinine et 0,1mM d’EDTA puis centrifugé 8000 rpm durant 5minutes à 4°C. Le plasma 
est congelé à -80°C avant dosage. Les concentrations d’insuline plasmatique sont déterminées 
avec le Kit ELISA (Mercodia, Uppsala, Suède). 
 
11-Dosage du NO dans le plasma 
 
Deux groupes de 7 souris portant un cathéter cérébral sont placées à jeun toute la nuit 
puis perfusés avec le véhicule (aCSF) ou l’insuline (1mU/kg.min) durant 3 heures. A la fin de 
perfusions intracérébrales, le sang est prélevé par le sinus rétro-orbital. Le plasma est congelé 
à -80°C jusqu’au dosage. La concentration en nitrite et nitrate est déterminée dans les plasmas 
après réduction du NO avec le VCl3 comme décrit précédemment (208). Ce dosage est 
effectué dans le cadre d’une collaboration avec le Professeur Urs Scherrer. 
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12-Analyse des données et statistiques 
 
Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes ±SEM. Les valeurs dans les 
différents groupes sont analysées à l’aide du logiciel Graphpad Prism version 5.00 pour 
Windows (Graphpad Software, San Diego, CA). Les différences statistiques entre les groupes 
sont évaluées en appliquant selon le cas, les tests statistiques suivants: test du t de Student, 
test de Mann Whitney, test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn, test de Pearson, et 
enfin le test ANOVA à deux voies avec mesures répétées suivi par un test de Bonferroni. 
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